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La mayoría de las personas son como una hoja que cae,  
...gira a través del aire, se agita y golpea el suelo.  
Pero hay otros, unos pocos, que son como estrellas,  
...siguen un curso fijo del que ningún viento puede desviarlos. 
 
Hermann Hesse. Siddharta. 1992. 
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RESUMEN 
La severidad de la enfermedad cardíaca en pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica se asocia con el proceso de agotamiento de las células T. Las alteraciones en 
la vía IL-7/IL-7R constituyen uno de los mecanismos intrínsecos de agotamiento inmune, 
con potenciales consecuencias sobre la proliferación, diferenciación y mantenimiento de 
los linfocitos T. Luego de la activación del IL-7R se produce una regulación diferencial 
de sus componentes; mientras que la cadena α específica (CD127) es regulada 
negativamente, la cadena γc (CD132) aumenta su expresión. A través de la activación 
del IL-7R se fosforila el factor de transcripción STAT5, induciendo luego distintas vías 
regulatorias, como la expresión de la molécula de sobrevida Bcl-2 y de la cadena α del 
receptor de IL-2 (CD25). En este trabajo, evaluamos si la capacidad de las células T 
para secretar IFN-γ en respuesta a Trypanosoma cruzi está asociada con la expresión 
y funcionalidad del IL-7R. Las células mononucleares de sangre periférica de pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica y controles no infectados se examinaron para 
detectar las frecuencias de células productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi, 
medidas por ELISPOT, y la expresión y funcionalidad del IL-7R, utilizando citometría de 
flujo. También se evaluaron los niveles séricos de IL-7 e IL-7R soluble, así como también 
de otras citocinas que activan STAT5 (como IL-21 e IL-27) y citocinas inflamatorias, que 
pueden afectar el funcionamiento del eje IL-7/IL-7R. Los pacientes que presentaban en 
circulación células productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi (denominados 
pacientes productores de IFN-γ) mostraron niveles más altos de células T de memoria 
que han modulado la cadena CD127 y una respuesta eficiente a la citocina, comparado 
con los pacientes que carecían de células T específicas para el parásito (denominados 
pacientes no productores de IFN-γ). Los pacientes productores de IFN-γ también 
mostraron bajos niveles de IL-7R soluble, bajos niveles basales de células T CD25+ 
activadas y niveles basales de expresión de Bcl-2 comparable a los controles no 
infectados. La modulación del IL-7R se asoció inversamente con los niveles séricos de 
IL-6 y positivamente con los niveles séricos de IL-8. Los niveles circulantes de IL-21 e 
IL-27 se encontraron disminuidos en formas clínicas menos severas de la enfermedad. 
Debido a que se observaron niveles disminuidos de IL-27 principalmente en pacientes 
productores de IFN-γ en estadios menos severos de la enfermedad y que esta citocina 
cumple un rol importante en la función de las células T, se evaluó la expresión y función 
del receptor de IL-27 (IL-27R). En pacientes que mostraban menor grado de disfunción 
cardíaca, la expresión del IL-27R fue menor en las células T CD4+ y mayor en las células 
T CD8+, en comparación con los individuos no infectados. La fosforilación de STAT1, 
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STAT3 y STAT5, y la expresión génica de TBX21, GZMB, EOMES y MIG, en respuesta 
a la rhIL-27, fueron bajas, especialmente entre los pacientes con disfunción cardíaca. 
La expresión del IL-27R en las células T de memoria y el nivel de fosforilación de STATs 
en respuesta a la citocina se asociaron con la magnitud de la respuesta celular T 
específica para T. cruzi. Cuando se evaluó si era posible aumentar la respuesta T 
específica para T. cruzi, el tratamiento in vitro con rhIL-7 o rhIL-27 fue solo eficiente 
entre los pacientes productores de IFN-γ. Las alteraciones de los ejes IL-7/IL-7R e IL-
27/IL27R se relacionaron con la baja producción de IFN-γ específica para T. cruzi. Estas 
alteraciones podrían ser responsables del proceso de agotamiento inmune observado 
en la enfermedad de Chagas crónica, y por lo tanto la pérdida de las células T 
específicas de T. cruzi durante la infección crónica. 
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ADN Ácido Desoxirribonucleico 
ANOVA Análisis de Varianza (sigla del inglés) 
APC Aloficocianina (sigla del inglés) 
ARN Ácido Ribonucleico 
Bcl-2 Linfoma 2 de Células B (sigla del inglés) 
CBA Ensayo Citométrico de Perlas (sigla del inglés) 
CTLA-4 Antígeno Linfocítico T Citotóxico 4 (sigla del inglés) 
ELISA Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (sigla del inglés) 
ELISPOT 
Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas de Puntos (sigla 
del inglés) 
FITC Flouresceína (sigla del inglés) 
FV510 Marcador de Viabilidad Celular (Fixable Viability Stain 510) 
IFM Intensidad de Fluorescencia Media 
IFN- Interferón 
IFN-γ CPS Células Productoras de IFN-γ 
IL- Interleucina 
IL-27R Receptor de IL-27 
IL-7R Receptor de IL-7 
Jak Proteína Cinasa Janus (sigla del inglés) 
MIG Monocina Inducida por IFN-γ (sigla del inglés) 
NI Individuos No Infectados 
NK Células Natural Killers 
NP No Productores de IFN-γ 
P Productores de IFN-γ 
PBMCs Células Mononucleares de Sangre Periférica (sigla del inglés) 
PBS Buffer Fosfato (sigla del inglés) 
PCR  Reacción en Cadena de la Polimerasa (sigla del inglés) 
PE Ficoeritrina (sigla del inglés) 
PerCP Proteínas Peridinina-Clorofila (sigla del inglés) 
PFA Paraformaldehído  
pSTAT 
Transductor de Señales y Activador Transcripcional Fosforilado 
(sigla del inglés) 
qRT-PCR Retrotranscriptasa-PCR Cuantitativa (sigla del inglés) 
rhIL- Interleucina Recombinante Humana 
rpm Revoluciones por Minuto 
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RPMI RPMI 1640, medio de cultivo empleado para cultivo de células 
RTE Células Recientemente Emigradas del Timo (sigla del inglés) 
sCD127 Receptor Soluble de IL-7 
SEB Enterotoxina B Estafilocócica 
SFB Suero Fetal Bovino 
STAT 
Transductor de Señales y Activador Transcripcional (sigla del 
inglés) 
T. cruzi Trypanosoma cruzi 
T-bet Factor de Transcripción T-box de Células T (sigla del inglés) 
Th Linfocito T Colaborador (sigla del inglés) 
TNF Factor de Necrosis Tumoral (sigla del inglés) 
TTE Células T Efectoras Terminalmente Diferenciadas 
UI Unidades Internacionales 
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
WHO Organización Mundial de la Salud (sigla del inglés) 
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2.1 Generalidades de la enfermedad de Chagas 
La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana fue originalmente descripta 
por Carlos Chagas en 1909 en Minas Geraes, Brasil, en donde se identificó al protozoo 
hemoflagelado Trypanosoma cruzi como agente etiológico (Chagas C, 1909). 
Aproximadamente seis a siete millones de personas se encuentran infectadas por T. 
cruzi desde el sur de California a América del Sur y Europa Occidental (Coura JR, 2010; 
WHO, 2015). En nuestro país se estima que habría 7.300.000 personas expuestas, 
1.600.000 infectadas y más de 300.000 afectadas por cardiopatías por la infección por 
T. cruzi (OPS, 2006; Programa Nacional del Chagas, 2015). Debido a los intensos 
procesos de migraciones internacionales, la enfermedad de Chagas ha generado 
impacto en la salud pública de áreas no endémicas, como los Estados Unidos y Europa 
occidental (Bern C, 2007; Schmunis GA, 2007; Piron M, 2008). También se han 
encontrado evidencias de transmisión vectorial en los Estados Unidos (Cantey PT, 
2012). Anualmente, se registran aproximadamente 10.000 muertes como consecuencia 
de esta enfermedad (WHO, 2018) (Figura A). 
 
 
FIGURA A. Distribución global de casos de Enfermedad de Chagas entre los años 2006-2010 
basado en datos oficiales. Cortesía de: Organización Mundial de la Salud. Disponible en: 
http://www.who.int/chagas/Global_distribution_Chagas_disease_2006_2010.pdf?ua=1 
Un 20-30% de los pacientes infectados con el parásito desarrollan una miocardiopatía 
dilatada, la más importante y severa manifestación de la infección crónica, que se 
caracteriza por falla cardíaca, arritmias ventriculares, bloqueo cardíaco, fenómenos 
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tromboembolíticos y muerte súbita; y por megacolon-megaesófago (Laranja FS, 1956, 
Rosenbaum MB, 1964). La Enfermedad de Chagas se sitúa aún dentro de las principales 
causas de cardiopatías infecciosas en el mundo (Anandasabapathy S, 1998; Feldman 
AM, 2000). 
2.2 Agente etiológico de la enfermedad de Chagas 
El Trypanosoma cruzi es un parásito intracelular obligado, cuyo ciclo de vida alterna 
entre un huésped invertebrado, un insecto triatomino hematófago perteneciente a la 
familia Reduviidae, y un huésped vertebrado. El área de prevalencia de la enfermedad 
de Chagas se superpone con el área de distribución geográfica del vector, 
extendiéndose desde el paralelo 40º de latitud Norte en el sur de los Estados Unidos de 
Norteamérica hasta el paralelo 45º de latitud sur en la Argentina y Chile (Zeledón R, 
1972; Burkholder JE, 1980).  
El ciclo de vida del T. cruzi comprende principalmente tres estadios de diferenciación: 
epimastigote, tripomastigote y amastigote, con formas intermedias que también han sido 
descriptas. El ciclo de vida del T. cruzi comienza en el vector cuando triatomino ingiere 
tripomastigotes circulantes en sangre luego de alimentarse de un huésped mamífero 
infectado. Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes, el principal estadio de 
replicación en invertebrados, en el intestino medio del vector. Los epimastigotes migran 
hacia el intestino posterior y se diferencian en tripomastigotes metacíclicos infecciosos, 
que se excretan con las heces. La transmisión vectorial ocurre cuando el insecto, luego 
de alimentarse sobre el huésped vertebrado, libera tripomastigotes metacíclicos con las 
heces, los cuales son introducidos mecánicamente durante el acto de rascado en el sitio 
de la picadura, o penetran activamente a través de una herida en la piel o las mucosas. 
Los tripomastigotes invaden las células nucleadas en el sitio de entrada al organismo y 
se diferencian luego a amastigote, que es la forma replicativa del parásito dentro de las 
células de mamífero. Los amastigotes se replican con un tiempo de duplicación de 
aproximadamente 12 horas durante un período de 4 a 5 días. Luego de varios ciclos de 
replicación dentro del citoplasma celular, los amastigotes se diferencian a 
tripomastigotes, los que, al destruirse la célula, son liberados al torrente sanguíneo 
pudiendo infectar otras células nucleadas o ser ingeridos por el vector, reiniciándose 
nuevamente el ciclo de vida de los parásitos (Chagas C, 1909; Santos-Buch CA, 1985) 
(Figura B). 
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FIGURA B. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. Cortesía de: Centros para el Control y la 
Prevención de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos. Disponible en: 
https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html (en idioma inglés). 
 
En zonas endémicas, el T. cruzi se transmite principalmente por triatominos 
hematófagos. Los vectores más importantes son Triatoma infestans, Rhodnius proxilus 
and Panstrongylus megistus (Lent H, 1979). Otras vías importantes de transmisión en 
el humano son la transmisión vertical (de madre a hijo) y las transfusiones de sangre. 
La primera es de aproximadamente un 4,7% (rango 3,9-5,6%) (Howard EJ, 2014; 
Luquetti AO, 2015) y la segunda de un 10 a 20% (WHO, 2002). Otros medios de 
transmisión de la enfermedad incluyen la ingesta de alimentos contaminados por heces 
y accidentes de laboratorio (WHO, 2018). 
2.3 Aspectos clínicos de la enfermedad de Chagas 
La enfermedad de Chagas usualmente comprende una etapa aguda, generalmente 
asintomática y de bajo índice de mortalidad, y una etapa crónica, la cual puede ser sin 
patología evidente, de variable duración; o con patología evidente, con compromiso 
miocárdico y/o intestinal progresivo. Estas etapas son diferentes tanto desde el punto 
de vista clínico, histopatológico, como parasitológico, aunque no todas ellas se 
presentan necesariamente en todos los individuos infectados por el T. cruzi. 
Introducción 
 
8 
 
Etapa aguda 
La fase aguda dura de 4 a 8 semanas y la parasitemia disminuye sustancialmente a 
partir de los 90 días. Los síntomas aparecen luego de 8 a 19 días luego de la invasión 
del parásito, o 20 a 40 días luego de una transfusión sanguínea con sangre infectadas. 
Los síntomas y signos son inespecíficos y pueden incluir fiebre, inflamación en el sitio 
de inoculación (Chagoma de Inoculación), edema palpebral unilateral (signo de 
Romaña), linfadenopatía y hepatoesplenomegalia (Laranja FS, 1956; Wegner DH, 
1972). Luego de la transmisión vectorial por piel puede observarse, en un 75 a 100% de 
los casos, el chagoma de inoculación que consiste en un área indurada de eritema e 
hinchazón. Cuando la conjuntiva es el portal de entrada puede observarse el signo de 
Romaña, que consiste en un edema no doloroso unilateral, palpebral y periocular 
(Lugones HS, 1979; Rassi A, 1979). La enfermedad aguda severa ocurre en menos del 
1 al 5% de los pacientes e incluye manifestaciones como miocarditis aguda, derrame 
pericárdico y meningoencefalitis (riesgo de mortalidad 0,2-0,5%) (Laranja FS, 1956; 
Pinto AY, 2008). La mayoría de los recién nacidos infectados congénitamente no 
presentan signos y síntomas de la enfermedad, pero una minoría puede presentar 
signos y síntomas graves (Bittencourt AL, 1975). La transmisión oral parece causar una 
enfermedad más severa, con una mortalidad más alta que la enfermedad transmitida 
por vectores (Alarcón de Noya B, 2010; Shikanai-Yasuda MA, 2012). 
Etapa crónica  
Una vez que la fase aguda se resuelve, los individuos entran en una fase crónica de la 
enfermedad con persistencia de serología positiva para T. cruzi. La mayoría de las 
personas nunca desarrollan patología y, por lo tanto, son el grupo más grande de 
pacientes afectados. Esta forma clínica se la denomina etapa crónica sin patología 
evidente de la enfermedad de Chagas (Mitelman JE, 2011), dado que no presentan 
signos o síntomas clínicos de compromiso cardíaco o digestivo, y radiografía de tórax y 
electrocardiografía normales (Dias JC, 1989). Un 20-30% de los pacientes desarrollará 
una forma de la enfermedad con patología evidente (Mitelman JE, 2011), ya sea 
cardíaca, digestiva (principalmente megaesófago y megacolon), o cardiodigestiva, 
usualmente dentro de los 10 a 30 años de la infección inicial. Dichas complicaciones 
resultan irreversibles (Laranja FS, 1956; Rosenbaum MB, 1964). El compromiso 
cardíaco es la manifestación más frecuente y de mayor importancia en la etapa crónica 
de la enfermedad de Chagas en la Argentina (Mazza S, 1949; Rosenbaum MB, 1961; 
Bonet AH, 1968). Los desórdenes de tipo neurológico y las formas digestivas 
(megasíndromes) son poco frecuentes y son atribuidas a alteraciones del sistema 
Introducción 
 
9 
 
nervioso periférico y a la destrucción de células del sistema nervioso autónomo 
respectivamente (Koberle F, 1968; Sica RE, 1986; Gonzalez Cappa SM, 1987; Losavio 
A, 1989). 
2.4 Diagnóstico de la enfermedad de Chagas 
Los ensayos de laboratorio utilizados para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas 
son la visualización microscópica directa de tripomastigotes en sangre y/o la detección 
de anticuerpos específicos del parásito. Los métodos parasitológicos directos incluyen 
la gota fresca, con una sensibilidad del 34-85%, el Método de Strout y el 
microhematocrito, con una sensibilidad de un 95% (Strout RG, 1962; Brener ZE, 2000). 
Estos métodos son efectivos durante la etapa aguda donde los niveles de parásitos en 
sangre son altos. Otro método es el hemocultivo, que tiene buena sensibilidad en los 
casos agudos y congénitos, pero su sensibilidad es muy baja en los casos crónicos 
(Abramo-Orrego L, 1980). Antiguamente se utilizaba el xenodiagnóstico, cuya 
sensibilidad es del 100% en los casos agudos y aproximadamente del 50% en los casos 
de infección crónica (Cerisola JA, 1974). Un método parasitológico indirecto es la PCR, 
que es más sensible que el hemocultivo y el xenodiagnóstico, y ha demostrado ser muy 
útil en el diagnóstico de la transmisión de madre a hijo, siendo más sensible que las 
técnicas de concentración (Bern C, 2009, Búa J, 2013; Murcia L, 2013). 
En la fase crónica, la parasitemia es baja e intermitente lo que hace que los métodos 
directos de diagnóstico parasitológico y aquellos basados en ácido desoxirribonucleico 
(ADN) no sean confiables. En consecuencia, el diagnóstico de infección crónica se basa 
en pruebas serológicas mediante la detección de anticuerpos IgG contra T. cruzi (WHO, 
2002; Brasil PEAA, 2010). Los ensayos más utilizados son: hemaglutinación indirecta, 
análisis por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta 
(Flores-Chávez M, 2010). Dado que no existe una única prueba de referencia estándar 
disponible, el diagnóstico debe basarse en la presencia de IgG frente a diversos 
antígenos de T. cruzi mediante al menos dos análisis serológicos basados en diferentes 
antígenos (WHO, 2002). La normativa del Ministerio de Salud de nuestro país 
recomienda analizar una misma muestra con dos técnicas serológicas en paralelo y una 
tercera en caso de discordancia (Programa Nacional de Garantía de Calidad de la 
Atención Médica del Ministerio de Salud, 2006).  
2.5 Clasificación de los pacientes con enfermedad de Chagas crónica 
Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica pueden ser agrupados de acuerdo 
con el grado de compromiso cardíaco mediante las clasificaciones descriptas por 
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Kuschnir E, y por la “New York Heart Association” y las modificaciones incluidas por el 
Dr. Viotti R y colaboradores (Kuschnir E, 1985; Criteria Committee of the New York Heart 
Association, 1964; Viotti R, 2011). La clasificación de Kuschnir modificada es la más 
difundida en nuestro país, y agrupa a los pacientes con enfermedad de Chagas crónica 
con serología positiva para T. cruzi en cuatro grupos: 
• Grupo 0 (G0): pacientes con electrocardiogramas, radiografías de tórax y 
ecocardiogramas normales. 
• Grupo 1 (G1): pacientes con alteraciones electrocardiográficas leves (por 
ejemplo, bloqueo de rama derecha, hemibloqueo anterior o posterior izquierdo, 
extrasístoles ventriculares polifocales o con formas repetitivas y taquicardia 
ventricular sostenida y/o fibrilación ventricular) y radiografías de tórax y 
ecocardiogramas normales. 
• Grupo 2 (G2): pacientes con alteraciones electrocardiográficas más severas (por 
ejemplo, bloqueo aurículo-ventricular de segundo y tercer grado y depresión del 
nódulo sinusal) y cardiomegalia en la radiografía de tórax y ecocardiograma. 
• Grupo 3 (G3): pacientes con alteraciones electrocardiográficas severas, 
cardiomegalia y signos clínicos y radiológicos de insuficiencia cardíaca con 
evidencias de lesión miocárdica. 
2.6 Tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas 
Los medicamentos que se utilizan en la actualidad para tratar la enfermedad de Chagas 
son el benznidazol y el nifurtimox. Ambos son tripanocidas y actúan sobre todas las 
formas del parásito (Maya JD, 1997, 2007; Urbina JA, 2010). El benznidazol y el 
nifurtimox actúan a través de la formación de radicales libres y/o metabolitos 
electrofílicos, que afectan a todas las macromoléculas del parásito (Maya JD, 2003). 
Estas drogas pueden causar efectos adversos, que llevan a la suspensión del 
tratamiento (Castro JA, 2006; Viotti R, 2009). Otra dificultad para su uso es la 
susceptibilidad de las diferentes cepas del parásito al tratamiento (Filardi LS, 1987). 
Usualmente, el tratamiento con benznidazol es efectivo para la erradicación del parásito, 
principalmente en la fase aguda de la infección. En Argentina, se recomienda el 
tratamiento en toda persona durante la fase aguda de la infección, en niños y 
adolescentes en la fase crónica indeterminada hasta catorce años; y en donantes o 
receptores infectados en trasplantes de órganos (de Andrade AL, 1996; Sosa Estani S, 
1999).  
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Para los adultos crónicamente infectados no existe una normativa que recomiende el 
tratamiento, quedando el mismo a criterio del médico. Sin embargo, existe una creciente 
evidencia que muestra el rol del parásito en el desarrollo de la cardiopatía y se postula 
que el tratamiento con benznidazol podría prevenirla (Viotti R, 1994; Viotti R, 2006A, 
2006B). Trabajos experimentales mostraron que en ratones tratados con benznidazol 
las lesiones cardíacas disminuyen, pero no se logra erradicar completamente al parásito 
(García S, 2005), mientras que otros autores (Caldas IS, 2008) observaron una 
disminución significativa en la carga parasitaria en ratones tratados con benznidazol 
durante la fase aguda de la infección, sin efecto sobre las lesiones cardíacas crónicas. 
Sin embargo, Bustamante J y colaboradores (2008) demostraron que cuando se 
administra benznidazol durante 40 días, se eliminan los parásitos y se genera una 
respuesta de memoria central T CD8+ estable y protectora. Estudios de nuestro 
laboratorio han mostrado que el tratamiento con benznidazol durante la fase crónica de 
la enfermedad de Chagas induce una disminución en la frecuencia de células T 
productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi y un aumento en la expresión del 
marcador CD154, denotando una menor estimulación antigénica como consecuencia 
del tratamiento tripanocida (Alvarez MG, 2016; Albareda MC, 2018). Además, la 
parasitemia persistente es predictora independiente de la progresión de la 
miocardiopatía de Chagas (Basquiera AL, 2003). Esto está respaldado por estudios 
clínicos no aleatorizados, donde el uso de benznidazol se asoció con una reducción de 
la progresión de la enfermedad de Chagas y un aumento de la seroconversión a valores 
negativos en pacientes con infección crónica y sin insuficiencia cardíaca (Viotti R, 
2006B). Toda esta evidencia apoyaría la importancia de indicar el tratamiento lo más 
tempranamente posible. 
2.7 Patogénesis de la enfermedad de Chagas 
Para comprender las teorías sobre la patogénesis de la enfermedad de Chagas 
debemos tener presente la historia natural de la enfermedad de Chagas, que incluye 
una fase aguda y una crónica, y que la alta carga de parásitos típica de la infección 
aguda por T. cruzi se ve atenuada por la respuesta inmune, dando origen a una infección 
crónica persistente. Se han postulado varias teorías para explicar la patogénesis de las 
lesiones que se producen durante la enfermedad de Chagas. Entre ellas, las que se 
mencionan a continuación serían las más importantes: 
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Teoría autoinmune 
Una de las principales evidencias que llevó a la postulación de la teoría autoinmune fue 
la dificultad para detectar parásitos en los sitios afectados en los individuos 
crónicamente infectados por T. cruzi, sugiriendo que la respuesta inflamatoria observada 
no era inducida directamente por el T. cruzi, sino que estaba dirigida hacia otros 
antígenos, probablemente autoantígenos. Se postularon varias hipótesis sobre el 
mecanismo por el cual el sistema inmunológico reaccionaba hacia componentes 
propios, incluyendo el mimetismo molecular – reactividad cruzada entre antígenos del 
hospedador y del parásito – (Borda ES, 1984; Kaplan D, 1997; Labovsky V, 2007; 
Peverengo, 2016) y activación policlonal (Engman DM, 2002).  
Teoría de la persistencia parasitaria 
Con el advenimiento de técnicas más sensibles, surge la teoría de la persistencia 
parasitaria, la cual considera la persistencia de parásitos en las lesiones crónicas como 
responsables de la cardiomiopatía y postula que el daño tisular sería debido a la 
respuesta del sistema inmune contra el parásito (Tarleton RL, 1997, 1999, 2001). Esta 
teoría tiene sus orígenes principalmente en dos trabajos. Jones EM y colaboradores 
(Jones EM, 1993) describen una secuencia de ADN de 188pb del T. cruzi que se 
encontraba en el corazón de individuos infectados que presentaban al mismo tiempo 
infiltrados inflamatorios y signos de insuficiencia cardíaca concordante con la 
enfermedad de Chagas, pero no en aquellos que no presentaban inflamación. En el 
trabajo realizado por Vago AR y colaboradores (Vago AR, 2000), el ADN del parásito 
fue detectado en el esófago de cuatro pacientes con serología positiva para Chagas con 
megaesófago o con lesiones inflamatorias en ese órgano, pero no se detectó en tres 
pacientes que murieron por cardiopatía como consecuencia de la enfermedad de 
Chagas que no presentaban evidencias de megaesófago. El rol que el T. cruzi tiene en 
el desarrollo de las lesiones cardíacas y digestivas, también se ha demostrado por la 
detección del parásito asociada a necrosis, infiltrados inflamatorios y fibrosis en biopsias 
de pacientes con enfermedad de Chagas crónica utilizando técnicas de 
inmunohistoquímica y PCR, así como también la fuerte relación entre los focos 
inflamatorios y la presencia de ADN y/o antígenos parasitarios demostrada en el modelo 
murino experimental (de Oliveira Almeida H, 1984; Zhang L, 1999; Schijman AG, 2004; 
Benvenuti, 2014).  
La hipótesis de la persistencia parasitaria como causa de la patología implica que la 
cardiomiopatía de la enfermedad de Chagas crónica podría evitarse si el parásito es 
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eliminado. Además, esta teoría sostiene que la cardiomiopatía no puede tratarse como 
una enfermedad autoinmune, ya que el empleo de drogas inmunosupresoras 
comúnmente usadas para tratar desórdenes autoinmunes podría generar reactivación 
de la parasitemia incrementando la severidad de la enfermedad (Andrade ZA, 1987, 
1997; Bacal F, 2005). A pesar de las evidencias a favor de la teoría de la persistencia 
parasitaria, no se descarta totalmente la existencia de la respuesta inmune hacia 
antígenos propios y su importancia en el desarrollo de la enfermedad (Labovsky V, 2007; 
Peverengo L, 2016). En conclusión, la teoría de la persistencia parasitaria remarca la 
importancia de la búsqueda de tratamientos tripanocidas altamente efectivos. 
Otras teorías 
Otras teorías incluyen las alteraciones en la microcirculación coronaria. Se ha sugerido 
que las lesiones del miocardio se desarrollan, al menos en parte, como consecuencia 
de la necrosis aditiva y progresiva de la célula miocárdica, iniciada y perpetuada por 
cambios en la microcirculación miocárdica (Rossi MA, 1990; Factor SM, 1996; Tanowitz 
HB, 1996). También se ha asociado el desarrollo de la cardiomiopatía con un aumento 
en la agregación plaquetaria (Tanowitz HB, 1990). Por otro lado, se ha descripto una 
reducción del número de neuronas de los sistemas simpático y parasimpático (Koberle 
F y Alcantara FC, 1960). La neurólisis comenzaría en la fase aguda, pero se acentuaría 
en la fase crónica de la enfermedad, alcanzando a destruir hasta el 80% de las 
estructuras nerviosas del corazón y una gran proporción de las neuronas del plexo 
mientérico de Auerbach (Caeiro T, 1994). 
2.8 Generalidades de la respuesta inmune adaptativa durante una infección 
La inmunidad adaptativa es dependiente y específica del antígeno que le dio origen y, 
por lo tanto, precisa de un tiempo para desarrollarse entre la primera exposición al 
antígeno y la respuesta. La inmunidad adaptativa implica una interacción estrecha entre 
las células presentadoras de antígenos y los linfocitos T y B, que ejecutan las vías 
efectoras inmunológicas específicas para los patógenos, la generación de memoria 
inmunológica y la regulación de la homeostasis del sistema inmune del huésped. Los 
linfocitos T vírgenes específicos para una gran cantidad de antígenos existen en bajo 
número. La activación de los linfocitos T vírgenes requiere del reconocimiento de los 
péptidos presentados en las células dendríticas en los complejos mayores de 
histocompatibilidad. El reconocimiento de antígenos proporciona especificidad a la 
respuesta inmune, y la necesidad de coestimulación asegura que las células T 
respondan a los patógenos y no a sustancias inofensivas. El reconocimiento de los 
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antígenos y las señales coestimuladoras desencadenan la proliferación y diferenciación 
de los linfocitos T específicos para el antígeno. A este proceso se lo denomina 
“expansión clonal”, que culmina con el aumento de la frecuencia de células antígeno-
específicas y la adquisición de funciones efectoras por parte de las células T y la 
consecuente eliminación del patógeno. Posteriormente, la población T específica 
disminuye su frecuencia entrando en una fase de contracción y recuperando su estado 
basal de reposo mediante mecanismos de homeostasis. En infecciones virales se ha 
demostrado que la magnitud de la población de linfocitos T efectores está directamente 
relacionada con la carga antigénica (Murali-Krishna K, 1998; Badovinac VP, 2002), 
mientras que la fase de contracción parecería ser independiente de la carga antigénica 
o de la persistencia del antígeno (Badovinac VP, 2002 y 2004). El sello distintivo de la 
inmunidad adaptativa es la capacidad de memoria que permite al huésped montar una 
respuesta inmune más rápida y eficiente en una reexposición al antígeno. 
2.9 Homeostasis y regulación de la respuesta celular T  
La homeostasis de las células T se puede definir como la capacidad del sistema inmune 
de mantener el recuento normal de células T y restaurar el número de células T después 
de la eliminación o de la expansión de las células T en respuesta a antígenos. Por lo 
tanto, la homeostasis de células T es un proceso clave que requiere un equilibrio preciso 
entre la proliferación y la apoptosis. Estos procesos se rigen por señales extrínsecas, 
especialmente por parte de las citocinas. Estas señales permiten que las células 
sobrevivan durante períodos prolongados en un estado de reposo (Jameson SC, 2005; 
Sprent J, 2011). La activación completa de las células T requiere de la producción de 
citocinas y de su acción. Entre las citocinas que participan en la homeostasis y 
regulación la respuesta celular T se encuentran aquellas pertenecientes a la familia γ-
común (γc), como las IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, y a la familia gp130, como la IL-6, 
IL-11 e IL-27 (Rodig SJ, 1998; Kelly E, 2002; Boyman O, 2007; Ross JA, 2007), entre 
otras. Las citocinas involucradas en el proceso de homeostasis y de regulación de la 
respuesta celular T señalizan, entre otras vías, a través de las tirosinas cinasas Janus 
(Jak) y los transductores de señal y activadores de la transcripción (STATs) una vez que 
se unen a receptores de superficie celulares específicos. En las células T, la 
señalización a través de Jak/STAT coordina eventos únicos con señales de "encendido" 
y "apagado", lo que permite no solo la plasticidad defensiva sino también la 
autodestrucción a través de la apoptosis. Los factores de crecimiento que señalizan a 
través de Jak/STAT participan en la hematopoyesis, en la respuesta inmune, 
inflamación, proliferación y diferenciación (Ross JA, 2007).  
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2.10 Las citocinas IL-7 e IL-27 
Receptores y señalización 
La citocina IL-7 señaliza a través del receptor de IL-7 (IL-7R) - un heterodímero 
compuesto por la cadena IL-7Rα (también conocida como CD127) y la cadena γ (γc, 
también conocida como CD132) que comparte con otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-9 
e IL-15 (Bazan JF, 1990, Park LS, 1990). La IL-7 media señales proliferativas, anti-
apoptóticas y coestimuladoras mediante la activación de la Fosfatidil Inositol 3-cinasa 
(PI3-K) (Dadi H, 1994) y la vía Janus-cinasa (Jak)/STAT (Foxwell BMJ, 1995), 
principalmente a través de STAT5 y en menor medida a través de STAT1 y STAT3 
(Pernis A, 1995; van der Plas DC, 1996). Asimismo, la IL-7 regula positivamente la 
expresión de los miembros de la familia del linfoma 2 de células B (Bcl-2), y la cadena 
α del receptor de IL-2 (CD25) (von Freeden-Jeffry U, 1997; Webb LM, 1997; Sin JI, 2000; 
González-García S, 2012) (Figura C). 
 
FIGURA C. Esquema de señalización de la IL-7 a través de su receptor IL-7R. A través de la 
activación del IL-7R se induce la señalización de las cinasas Jak1 y Jak3 que lleva a la 
fosforilación del STAT5 (pSTAT5) induciendo distintas vías regulatorias, que incluyen la 
expresión de la molécula de sobrevida Bcl-2 y de la cadena α del receptor de IL-2 (CD25). Figura 
adaptada de González-García S, 2012. 
Debido a la cantidad limitante de IL-7 circulante in vivo, su consumo está sumamente 
controlado (Park JH, 2004), es por ello que, a diferencia de otros miembros de la familia 
de citocinas γc, para las cuales la activación de células T y/o la señalización de las 
citocinas aumenta la expresión de su receptor por las células T, la cadena CD127 es 
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expresada por la mayoría de las células T en reposo y es regulada negativamente 
después de la señalización mediada por IL-7 y/o la activación de las células T (Park JH, 
2004; Fry TJ, 2003). Asimismo, la expresión del CD127 sobre la superficie celular 
disminuye a medida que las células progresan a los estadios efectores terminalmente 
diferenciados (Colle JH, 2006A, 2006B). Tras la unión de la IL-7, el IL-7R de membrana 
se internaliza rápidamente, se degrada parcialmente o se recicla a la superficie de la 
célula (Henriques CM, 2010). La regulación de la expresión del IL-7R también se 
controla a nivel transcripcional, la IL-7 y otras citocinas suprimen la expresión del ácido 
ribonucleico mensajero (ARNm) del IL-7R (Park JH, 2004). El IL-7R no solo está 
disponible en su forma asociada a la membrana celular, sino también en forma soluble 
(sIL-7R o sCD127) (Goodwin RG, 1990). Por corte y empalme alternativo del gen IL7RA 
se genera una variante soluble del IL-7R (sIL-7R o sCD127) o a través de secreción 
desde la membrana celular (Rose T, 2009; Rane L, 2010). La producción de sCD127 se 
inhibe con la activación del IL-7R (Rose T, 2009). La variante sIL-7R se une a la IL-7 
con afinidad comparable con el heterodímero de membrana y está presente en el plasma 
sanguíneo en exceso en relación con la IL-7 soluble (Rose T, 2009; Lundström W, 2013). 
El rol preciso del sIL-7R en la función de la IL-7 no se conoce totalmente. Se ha descripto 
tanto la inhibición competitiva mediada por el sIL-7R de la señalización de IL-7 en las 
células T (Rose T, 2009; Crawley AM, 2010; Poiret T, 2014; Lundtoft C, 2017), así como 
también la potenciación de las funciones de la IL-7 al actuar el receptor soluble como un 
depósito de la IL-7 (Lundström W, 2013; Côté S, 2015).  
La IL-27 es una citocina heterodimérica que, debido a sus propiedades estructurales y 
las de su receptor, pertenece a la superfamilia de citocinas IL-6/IL-12. El receptor que 
transduce la señal de la IL-27 está compuesto por las cadenas gp130 (CD130) y WSX-
1 que forman un heterodímero en la superficie celular que activa predominantemente la 
vía Jak/STAT pero también la señalización a través de fosfatidil inositol 3-cinasa y la 
proteína cinasa B (PI3K/Akt) y la vía de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK) 
(Pflanz S, 2004; Charlot-Rabiega P, 2011). Luego de la unión de la IL-27 a su receptor, 
se fosforilan principalmente los factores de transcripción STAT1 y STAT3, pero también 
STAT4 y STAT5, y en menor medida, STAT2. La activación de STAT1 promueve la 
diferenciación de Th1 mediante la activación de T-bet (Takeda A, 2003) o a través de la 
molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), que interactúa con el antígeno linfocítico 
asociado a función 1 (LFA-1) y señaliza a través de la cinasa extracelular reguladora de 
señal (ERK). Otra vía de activación de T-bet es a través de la activación de p38/MAPK 
(Hibbert L, 2003; Owaki T, 2006, 2008). Todas estas vías de activación de T-bet 
conducen a la secreción de IFN-γ y promueven la expresión del SOCS3 (supresor de la 
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señalización de citocinas 3), que representa uno de los inhibidores de la respuesta Th1. 
La señalización de IL-27 induce la diferenciación de linfocitos T reguladores mediante la 
activación de los factores de transcripción relacionados con IL-10: Ahr y c-Maf, o de 
Egr2 y Blimp-1. Por el contrario, IL-27 también puede inhibir el factor Foxp3 y suprimir 
la generación de Treg (Villarino A, 2003; Fitzgerald DC, 2007). La vía de señalización 
se muestra en la Figura D (Meka RR, 2015). 
 
FIGURA D. Vías de señalización de la IL-27. La unión de la IL-27 a su receptor conduce a la 
activación de las rutas Jak/STAT y P38/MAPK. Figura adaptada de Meka RR, 2015. 
Otras funciones mediadas a través de los STATs son: 
STAT1: Es crítico en la señalización de los interferones de tipo I y tipo II, especialmente 
para IFN-α/β e IFN-γ.  A través de STAT1 se induce la expresión de T-bet (gen TBX21), 
que participa en la diferenciación de células T hacia un fenotipo colaborador Th1 (Szabo 
SJ, 2000; O’Shea JJ, 2008). Asimismo, participa en la quimiotaxis de células inmunes 
principalmente a través de la inducción de la expresión de la monocina inducida por IFN 
(MIG, CXCL9) (Hiroi M, 2003). 
STAT2: Se encontró que solo se activa solo IFN-I e IFN-III. STAT2 es necesario para la 
activación de la transcripción a través de IRF9 (factor regulador de interferón 9) (Qureshi 
SA, 1996; Leung S, 1995). 
STAT3: Ha sido demostrado que STAT3 participa en la expresión de genes asociados 
con la proliferación y sobrevida de los linfocitos T, especialmente la familia BCLX (Tin-
Lap L, 2004). También a través de GATA3 participa en la diferenciación a linfocitos T 
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colaboradores tipo Th2 (Stritesky GL, 2011) y a través de RORγt hacia Th17 (Bell E, 
2007). 
STAT4: Es otro factor clave en la diferenciación a células Th1 (O’Shea JJ, 2008) a través 
de interferones de tipo I y la IL-12 (Eyles JL, 2002).  
STAT5: En los linfocitos T CD8+ promueve la expresión de dos factores de transcripción 
miembros de la familia T-box: T-bet (TBX21) y eomesodermina (EOMES) asociados a 
la diferenciación a células T efectoras y de memoria central de larga vida (Grange M, 
2013). En los linfocitos T CD8+ promueve la expresión de la granzima B (Verdeil G, 
2006). STAT5 también participa en la diferenciación de los linfocitos T colaboradores 
Th1, a través de T-bet (O’Shea JJ, 2008), Th2, a través de IL4RA (Liao W, 2008), y de 
los linfocitos Treg a través de la inducción de FOXP3 (Burchill MA, 2007). Asimismo, 
participa en la expresión de genes relacionados con la sobrevida celular y la 
hematopoyesis (Kieslinger MI, 2000; Menon MP, 2006). 
STAT6: Es un factor importante en la diferenciación hacia un fenotipo de tipo Th2, 
inhibiendo la polarización hacia un fenotipo Th1 (O’Shea JJ, 2008).  
Funciones de la IL-7  
La importancia de la IL-7 para el desarrollo de células T humanas se evidencia por la 
ausencia de células T en humanos con inmunodeficiencia combinada severa debido a 
mutaciones en las cadenas IL-7Rα o γc (Puel A, 1998; Cunningham-Rundles C, 2005). 
La IL-7 promueve el reordenamiento de algunos genes del receptor de linfocitos T, y en 
una etapa posterior, participa en la selección positiva de células T CD8 (Shitara S, 2013). 
Las primeras células madre en el timo y las células T maduras después de abandonar 
el timo requieren de la IL-7 para su supervivencia y proliferación. En la periferia, la IL-7 
participa en la homeostasis de las células T (Schluns KS, 2000; Fry TJ, 2001; Guimond 
M, 2009; Okoye AA, 2015). Por lo tanto, la IL-7 determina el tamaño del conjunto de 
células T periféricas: si el conjunto está agotado, la IL-7 induce la proliferación, si se 
sobrecarga, la cantidad de IL-7 será insuficiente para el exceso de células T y, por tanto, 
mueren (Khaled AR, 2002). Se ha demostrado que los niveles séricos de IL-7 podrían 
estar regulados por el número de células T periféricas, viéndose incrementados en 
condiciones linfopénicas, o de disminución de células T CD4+, así como también cuando 
existen alteraciones en la vía de señalización del eje IL-7/IL-7R (Bolotin E, 1999; 
Napolitano LA, 2001; Fluur C, 2007; Bellistrì GM, 2010), como un mecanismo 
compensatorio para mantener viables las células periféricas. 
La IL-7 es distinta de las citocinas típicas de "activación", como la IL-2. La IL-2 puede 
considerarse una citocina prototípica de "activación" porque no señaliza en células T 
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vírgenes en reposo, pero sí en células T efectoras activadas, y tiene efectos limitados 
sobre las células T de memoria en reposo. Por el contrario, la IL-7 está continuamente 
disponible en órganos linfoides secundarios (Takada K, 2009) y también se encuentra 
en la circulación. La continua señalización mediada por IL-7 en todo el organismo induce 
respuestas antiapoptóticas y coestimulatorias que son esenciales para la supervivencia 
de las células T, mediadas principalmente por la expresión de la molécula Bcl-2 (Vella 
A, 1997; Guimond M, 2009; Unsinger J, 2010). Aparte de mantener células T periféricas 
a través de señales de supervivencia, la IL-7 también tiene la capacidad de inducir la 
proliferación de células T. Se ha visto que la IL-7 expande los subconjuntos de células 
T CD4+ y CD8+ vírgenes y de memoria (Welch PA, 1989; Alderson MR, 1990; Cohen 
PA, 1993; Schluns KN, 2000) en sinergia con señales mediadas por el receptor de 
células T (Seddon B, 2002). Asimismo, la IL-7 promueve la respuesta inmune efectora, 
interviniendo en el reclutamiento de células NK y Th17 (Colombetti S, 2009; Pellegrini 
M, 2009), en la producción de IFN-γ (Yuan CH, 2014) y en la expresión de granzima B 
(Pellegrini M, 2009). 
Además de la timopopoyesis y la proliferación periférica de células T, la IL-7 también 
desempeña un papel fundamental en el desarrollo de las células T de memoria. Se ha 
demostrado que la presencia de IL-7 e IL-15 es necesaria antes de la fase de 
contracción para garantizar una diferenciación óptima de las células de memoria 
(Schluns KS, 2003). Un nivel de IL-7 circulante debajo de los niveles fisiológicos da 
como resultado una disminución en el número de células T de memoria que se 
desarrollan luego de la respuesta inmune (Schluns KS, 2000; Kaech SM, 2003; Li J, 
2003). 
Durante las infecciones crónicas, la señalización homeostática mediada por IL-7/IL-7R 
se ve alterada, y se observa una inhabilidad de las células T de regular la expresión del 
CD127 o de responder eficientemente a la citocina. Esto se ha observado en infección 
crónicas virales (Virgin HW, 2009), tales como el virus de la hepatitis C (Golden-Mason 
L Jr., 2006), el virus de la coriomeningitis linfocítica (Wherry EJ, 2004, Shin H, 2007) o 
HIV (Juffroy O, 2010), así como también en infecciones parasitarias incluyendo 
leishmaniosis y toxoplasmosis (Colpitts SL, 2009; Bhadra R, 2010), infecciones 
bacterianas, como tuberculosis (Lundtoft C, 2017) y en cáncer (Al-Rawi MA, 2004). 
Recientemente, se ha visto que la inflamación persistente en pacientes con HIV, 
evidenciada a través de un aumento de la concentración sérica de IL-6, se correlacionó 
con una respuesta alterada de linfocitos T a la IL-7 (Shive SL, 2014, 2016).  
Introducción 
 
20 
 
La IL-7 es una citocina atractiva para la inmunoterapia ya que ejerce distintas acciones 
en diferentes subconjuntos de células T (Overwijk WW, 2009). Se ha demostrado que 
el tratamiento con IL-7 aumenta el número de células T vírgenes y de memoria, lo que 
la convierte en candidata para el tratamiento de pacientes con poblaciones de células T 
con funcionalidad reducida. Asimismo, estudios de fase I en los que se ha administrado 
IL-7 en humanos no han mostrado toxicidad clínicamente significativa (Rosenberg SA, 
2006; Sportes C, 2008). 
Funciones de la IL-27  
El papel de la IL-27 en la regulación de la respuesta inmune es complejo, y posee tanto 
una acción de activación como inhibitoria sobre diversos tipos de células, incluidas las 
células T, las células B, los macrófagos y las células dendríticas (Villarino V, 2004; 
Anuradha R, 2017). Principalmente, la IL-27 desempeña un rol importante en la 
inducción temprana de la diferenciación Th1 (Yoshida H, 2001; Yakeda S, 2003; Owaki 
T, 2005). En ciertas infecciones, como con Toxoplasma gondii (Villarino A, 2003; 
Stumhofer JS, 2006), con T. cruzi (Hamano K, 2003) y con citomegalovirus (Wehrens 
EJ, 2018), la IL-27 regula no solo las respuestas proinflamatorias, incluida la iniciación 
temprana de las respuestas Th1, sino también las respuestas antiinflamatorias, que 
incluyen la supresión de la activación celular y la producción de citocinas 
antiinflamatorias, especialmente la IL-10. Asimismo, en células T CD8+, a través de los 
STATs 1 a 5, la IL-27 aumenta no solo la expresión de T-bet e IL-12Rβ2, sino también 
la expresión de moléculas efectoras como granzima B y perforina (Morishima N, 2005). 
Varios trabajos demostraron que la IL-27 suprime la diferenciación a Th17 (Stumhofer 
JS, 2006; Batten M, 2006; Fitzgerald DC, 2007) e induce la producción de la IL-10 en 
los linfocitos T activados, que podría estar implicada en la función inmunomoduladora 
de la IL-27 (Stumhofer JS, 2007). Otro rol que se le ha atribuido a la IL-27 es la 
producción de MIG y consecuentemente su participación en la quimiotaxis (Wong CK, 
2010).  
La IL-27 también es una citocina atractiva por su potencial inmunoterapéutico, ya que 
potencia la proliferación y la expresión de T-bet, Eomes e IL-12Rβ2 asociados con una 
mayor producción de IFN-γ y actividad citolítica (Brender C, 2007; Schneider R, 2011). 
La IL-27 se ha utilizado como adyuvante en la terapia antitumoral convencional (Salcedo 
R, 2009; Hisada M, 2015; Zhu J, 2018) y para la infección por el virus de la hepatitis C 
(Matsui M, 2004) sin presentar mayores efectos adversos, estableciéndose así su 
potencial clínico. 
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2.11 Agotamiento inmune de la respuesta celular T 
En una infección aguda en dónde el antígeno es eliminado totalmente, se generan 
células T de memoria de larga vida que pueden mantenerse por los mecanismos 
homeostáticos independientemente de la presencia de antígenos. Por el contrario, en el 
contexto de una infección crónica, las células T de memoria específicas de antígeno que 
se generan dependen de la presencia del antígeno para proliferar, no responden a los 
mecanismos homeostáticos y pierden muchas de sus capacidades efectoras.  
A este estado se lo denomina agotamiento inmune, que se caracteriza por perder de 
forma progresiva y jerárquica funciones efectoras, por aumentar la expresión de 
receptores inhibitorios, por una expresión génica alterada de factores clave de 
transcripción, por trastornos metabólicos celulares y por pérdida de la respuesta 
homeostática a las citocinas IL-7 e IL-15 de las células T, así como también por cambios 
en la expresión de factores pro y anti apoptóticos (Zajac A, 1998; Gallimore A, 1998; 
Doering T, 2012). La producción de la citocina IL-2, junto con la capacidad proliferativa, 
son las primeras características efectoras en perderse en las células T, seguidas de la 
producción de TNF-α, mientras que la capacidad de producir IFN-γ es la última función 
que se pierde (Moskophidis D, 1993; Oxenius A, 1998; Welsh RM, 2001; Wherry EJ, 
2003) (Figura E). La expresión final del agotamiento inmunológico es la pérdida de los 
clones de linfocitos T específicos de antígeno. 
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FIGURA E. Espectro continuo del agotamiento de células T CD4 impulsado por la señalización 
persistente del antígeno. Figura adaptada de McKinney EF, 2016. 
Este mecanismo de agotamiento inmune de linfocitos T específicos se ha demostrado 
en varios modelos de infecciones virales crónicas, como el virus de la coriomeningitis 
linfocítica (Wherry EJ, 2003), VIH (Quigly M, 2010), virus de la hepatitis B (Reignat S, 
2002) y virus de la hepatitis C (Bowen DG, 2005), así como también en infecciones 
bacterianas, como Mycobacterium tuberculosis (Grant NL, 2018) y Listeria 
monocytogenes (Mittal R, 2014), y parasitararias, entre ellas infecciones por 
Plasmodium sp., Toxoplasma sp. y Leishmania sp. (Chandele A, 2010; Hernandez-Ruiz 
J, 2010; Bhadra R, 2011). Asimismo, se ha observado agotamiento inmune en cáncer 
(Baitsch L, 2011) y en enfermedades autoinmunes (McKinney EF, 2015). 
En los últimos años ha habido un considerable interés en evitar o revertir el agotamiento 
de los linfocitos T. Nguyen LT y Ohashi PS (2014) y Barber DL y colaboradores (2006) 
mostraron que el agotamiento de las células T es reversible mediante el bloqueo de PD-
1, lo cual proporciona una oportunidad clínica sustancial para utilizar la inmunoterapia 
para mejorar como inmunidad durante una infección crónica. Otros autores han 
demostrado la reversibilidad del proceso de agotamiento inmune mediante el 
tratamiento con citocinas como IL-2 e IL-7 en modelos murinos de infección viral 
(Nanjappa SG, 2011; West EE, 2013). 
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Es de destacar que el agotamiento inmune de las células T es distinto de la anergia y 
de la senescencia. Las células en estado de anergia retienen funciones subóptimas, 
pero cruciales que limitan la replicación del patógeno o la progresión de un tumor e 
ingresan a ese estado por señales coestimuladoras débiles o ausentes (Rocha B, 1995). 
El estado de senescencia, por el contrario, se origina a partir de una estimulación 
repetitiva o intermitente del receptor de células T, y se caracteriza por un arresto del 
ciclo celular permanente, pérdida de la molécula coestimuladora CD28, telómeros 
acortados y producción elevada de citocinas proinflamatorias. En este estado las células 
no proliferan, pero el organismo no las elimina, de tal forma que persisten por largos 
periodos. El fenómeno de senescencia está asociado a la edad, a diferencia de la 
anergia y el agotamiento (Messaoudi I, 2004). 
2.12 Generalidades de la respuesta inmune para T. cruzi en ratones  
El control inmunológico depende tanto de la respuesta inmune innata como adquirida, 
que se desencadenan durante la infección temprana, siendo críticas para la 
supervivencia del hospedador, e involucran macrófagos, células NK y linfocitos T y B. 
(Kierszenbaum F, 1974; Kierszenbaum F, 1976; Rottenberg M, 1988).  
En etapas tempranas se han descripto elevados niveles de mediadores como el 
interferón (IFN)-α, IL-12 e IL-2, los cuales podrían ser responsables de la elevada 
actividad citotóxica, así como la secreción de IFN-γ por las células NK (Tarleton RL y 
Kuhn RE, 1983; Rottenberg ME, 1988). En respuesta al IFN-γ, aumenta la actividad 
tripanocida de células fagocíticas (Nogueira N, 1981; Gazzinelli, 1992). Esta citocina 
induce la activación de la enzima óxido nítrico sintasa inducible con el consecuente 
incremento de óxido nítrico (Vespa GNR, 1994). En presencia de IFN-γ, la 
coestimulación de macrófagos por otros mediadores, como el factor de necrosis tumoral 
α (TNF-α) y el factor estimulador de la formación de colonias de granulocitos y 
macrófagos, producen un incremento adicional de la producción de óxido nítrico y de la 
destrucción intracelular de los parásitos (Silva JS, 1995; Olivares-Fontt E, 1995). La 
deficiencia en la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible o del receptor para IFN-
γ impide la sobrevida del huésped infectado con T. cruzi (Holscher C, 1998). Asimismo, 
la citocina IL-12 induce la producción de IFN-γ, y su administración a ratones infectados 
por T. cruzi resulta en una reducción de la parasitemia y el retardo en la muerte de los 
animales, que se correlacionan con los niveles incrementados del IFN-γ en el suero 
(Hunter CA, 1996).  
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El predominio de linfocitos T CD8+ en los infiltrados inflamatorios de los tejidos 
infectados y su capacidad secretora de IFN-γ y actividad citotóxica ante el estímulo con 
el parásito, indican el importante rol de esta población de linfocitos T en la resistencia al 
T. cruzi (Tarleton RL, 1992; Martin DL, 2005). La importancia de la inmunidad celular en 
el control de la infección por T. cruzi fue demostrada en ratones sometidos a timectomía 
neonatal, los cuales sufrieron infecciones más severas que las de los ratones no 
sometidos a la timectomía (Kierszenbaum F, 1979). Por otro lado, la exacerbación de la 
parasitemia descripta en personas coinfectadas con VIH con un número reducido de 
linfocitos T CD4+ demuestra la importancia de estas células en el control de la infección, 
siendo central el desarrollo de un perfil de tipo T colaborador (Th)-1 con producción de 
IFN-γ (Rosemberg S, 1992).  
Aunque el sistema inmune es capaz de controlar la infección por T. cruzi, el parásito 
puede sobrevivir y establecer una infección crónica en el huésped (Martin DL, 2006; 
Tzelepis F, 2006). Esta persistencia parasitaria contribuye al desarrollo de los signos y 
síntomas muchos años o décadas después de la infección inicial en aproximadamente 
un tercio de las personas con infección crónica (Tarleton RL, 2001, 2003). En la Figura 
F se resumen los mecanismos inmunes más importantes para el control de T. cruzi en 
el organismo del huésped.  
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FIGURA F. Representación esquemática de la respuesta inmune protectora durante la 
infección aguda por T. cruzi. Las células presentadoras de antígeno (APC) se encuentran entre 
las primeras células que se infectan. Normalmente, las células reaccionan aumentando la 
producción de IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-8 y óxido nítrico (NO) en un intento de controlar la 
infección. Las células NK se encuentran entre la primera línea de respuestas y generalmente 
producen altos niveles de IFN-α cuando se estimulan con IL-12. El estímulo del perfil Th1 y las 
células T CD8+ contribuyen a eliminar los parásitos intracelulares en los tejidos infectados. Por 
otro lado, los antígenos en circulación estimulan un perfil Th2 que contribuye a la producción de 
anticuerpos específicos. Figura adaptada de Boscardin SB, 2010. 
2.13 El agotamiento de la respuesta inmune durante la infección crónica por T. 
cruzi en humanos y su asociación con el desarrollo de la cardiomiopatía 
Existen dos factores que están asociados con el desarrollo de la enfermedad, que 
interactúan entre sí: (1) carga parasitaria; y (2) la efectividad de la respuesta inmune del 
huésped para el control del parásito en tejidos específicos. La carga parasitaria depende 
a su vez de cuan efectiva es la respuesta inmune del huésped para eliminar los parásitos 
o limitar la replicación de ellos. Las variaciones en la(s) cepa(s) del parásito que infectan 
a un individuo ayudan a determinar la carga parasitaria, pero también lo hace la 
efectividad de la respuesta inmune, que es muy variable entre individuos.  
Estudios realizados en nuestro laboratorio en adultos con infección crónica por T. cruzi 
provenientes de zonas no endémicas de la Argentina demostraron que el número de 
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células T específicas para T. cruzi productoras de IFN-γ, determinadas por la técnica de 
ELISPOT en respuesta a un lisado enriquecido en amastigotes, se correlaciona 
inversamente con la severidad de la enfermedad (Laucella SA, 2004, Albareda MC, 
2009). Asimismo, la proporción de pacientes con respuestas positivas para la 
producción de IFN-γ antígeno-específica fue mayor en el grupo G0 que los porcentajes 
observados en los grupos de pacientes con formas más severas de la enfermedad 
(Laucella SA, 2004, Albareda MC, 2006; Alvarez MG, 2008). Menos del 30% de los 
pacientes evaluados mostraron una respuesta positiva de producción de IL-2 asociada 
siempre a IFN-γ, en respuesta a antígenos de T. cruzi, mientras que no se registraron 
respuestas específicas para T. cruzi con producción única de IL-2, independientemente 
del grupo clínico evaluado (Alvarez MG, 2008). Por el contrario, estudios del laboratorio 
realizados en niños en etapas tempranas de la infección con T. cruzi, que presuntamente 
tienen un tiempo de infección más corto comparado con los adultos, mostraron que las 
respuestas de las células T específicas del parásito eran más robustas y polifuncionales 
(Albareda MC, 2013, Albareda MC, 2018). La respuesta celular T polifuncional es 
importante porque estas células están optimizadas para la función efectora, lo que 
incluye una mayor secreción de IFN-γ por célula, una muerte celular inducida por IFN-γ 
y TNF-α más eficiente en comparación con cualquier citocina sola y una mayor 
expansión de las células T mediada por IL-2 de forma autocrina o paracrina, lo que 
podría mejorar la función de memoria de las células T (Seder RA, 2008; Virgin HW, 
2009). Otros hallazgos en nuestro laboratorio han demostrado que los pacientes 
crónicamente infectados por T. cruzi en estadios más avanzados de la enfermedad 
muestran un perfil fenotípico de la población de células T CD8+ enriquecido en células 
de memoria completamente diferenciadas, así como también disminución de linfocitos 
T vírgenes totales y una alta tasa de apoptosis (Albareda MC, 2006). Asimismo, se 
encontró una mayor expresión del antígeno linfocítico T citotóxico 4 (CTLA-4) en las 
células T CD4+ productoras de IFN-γ en respuesta a T. cruzi y en los linfocitos T CD3+ 
que infiltran los tejidos cardíacos de los individuos con miocarditis (Argüello RJ, 2012). 
En un estudio reciente (Albareda MC, 2015) mostramos que los individuos crónicamente 
infectados por T. cruzi sin signos de disfunción cardiaca presentan mayores frecuencias 
de linfocitos T CD127¯CD132+, es decir que presentan una modulación de la cadena 
CD127. Por el contrario, los pacientes con mayor compromiso cardíaco presentan 
linfocitos T enriquecidos en células que expresan la cadena CD127. Estos resultados 
indicarían que en los pacientes en estadíos clínicos menos severos las células T son 
capaces de modular la expresión del IL-7R. Asimismo, en pacientes con miocardiopatía 
se observó una menor funcionalidad del IL-7R.  
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Otros autores también mostraron frecuencias más altas de células productoras de IFN-
γ circulantes en pacientes en estadios menos avanzados de la infección crónica que en 
pacientes con cardiomiopatía más avanzada (Egui A, 2012; Lasso P, 2015). Asimismo, 
también se ha mostrado que los niños en etapas tempranas de la infección crónica por 
T. cruzi tienen células T CD4+ secretoras de IFN-γ y TNF-α en respuesta a antígenos de 
T. cruzi (Samudio M, 1998; Sathler-Avelar R, 2006). Sin embargo, estas respuestas se 
las asociaron con la producción de IL-10 por las células T CD4+ (Sathler-Avelar R, 2006), 
apoyando la idea que el apropiado balance de una respuesta proinflamatoria y a 
antiinflamatoria son las adecuadas para evitar la inducción de daño cardíaco. En 
concordancia con estos hallazgos, una mayor producción de IL-10 se ha observado en 
pacientes que no presentan signos de enfermedad cardiaca (Gomes JA, 2003; Guedes 
PM, 2012; Gomes JA, 2014), mientras que en otras investigaciones el nivel de células 
productoras no fue detectable (Abel LC, 2001) o no varió entre los distintos grupos 
clínicos (de Araújo FF, 2012). En oposición con nuestros hallazgos, en otros estudios se 
observó una mayor producción de IFN-γ después de estimular PBMCs con antígenos 
de T. cruzi en pacientes con miocardiopatía severa que en aquellos que no presentaban 
signos de enfermedad cardíaca (Abel LC, 2001; Gomes JA, 2003; Cuellar A, 2009; 
Guedes PM, 2012; de Araújo FF, 2012; Longhi SA, 2014). Otros estudios también 
mostraron indicios de agotamiento inmune en las células de pacientes con enfermedad 
de Chagas, como una baja capacidad proliferativa y la inhibición de la expresión de 
CD28 y CD3ζ (Giraldo NA, 2013), mayor producción de óxido nítrico concomitante 
(Sanmarco LM, 2016) y aumento de la expresión de receptores inhibitorios en las células 
T (Lasso P, 2015; Pérez-Antón E, 2018).  
2.14 Hipótesis y Objetivos 
La hipótesis de este trabajo es que la estimulación persistente del sistema inmune 
sostenida por la infección crónica alteraría la respuesta a la citocina IL-7 y otras citocinas 
que median señalización a través de STAT, y estas alteraciones serían diferentes en los 
distintos estadios clínicos de la enfermedad de Chagas. Esta disfunción en el eje de la 
citocina IL-7 podría ser responsable, en cierta medida, de la dificultad de mantener los 
niveles de linfocitos T vírgenes y de memoria específicos para T. cruzi a lo largo de la 
infección exacerbando el proceso de agotamiento inmunológico. 
Esta hipótesis se abordó mediante los siguientes objetivos: 
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Objetivo General 
Estudiar la relación entre la vía de señalización del receptor de IL-7 y la funcionalidad 
de linfocitos T específicos para T. cruzi en pacientes en distintos estadios clínicos de la 
infección crónica, así como también evaluar citocinas que compartan la vía de 
señalización a través de STAT5 y mecanismos inhibitorios que actúan sobre este eje. 
Objetivos Específicos 
Objetivo 1: Analizar la expresión de la cadena α (CD127) y la cadena γc (CD132) del 
receptor de IL-7 en las poblaciones de linfocitos T vírgenes y de memoria en las células 
mononucleares periféricas de pacientes en distintos estadios clínicos de la enfermedad 
de Chagas y su correlación con la capacidad funcional del receptor de IL-7.  
Objetivo 2: Determinar si la expresión y funcionalidad del receptor de IL-7 en los 
pacientes en distintos estadios de la enfermedad de Chagas crónica se relaciona con 
magnitud de la respuesta celular T específica para T. cruzi. Para ello se evaluará:  
2a- La relación entre la expresión del receptor de IL-7 y la capacidad de producir 
IFN-γ de los linfocitos T circulantes en respuesta a antígenos derivados de T. cruzi.  
2b- La relación entre la respuesta funcional del receptor de IL-7, medida a través 
de la fosforilación de STAT5 y la expresión de los marcadores CD25 y Bcl-2, y la 
capacidad de producir IFN-γ de los linfocitos T circulantes en respuesta a antígenos 
derivados de T. cruzi.  
Objetivo 3: Evaluar los niveles séricos de IL-7 y de su receptor soluble, de citocinas que 
activan STAT5 y citocinas inflamatorias, y su asociación con los niveles de expresión 
del receptor de IL-7 en linfocitos T CD4 y CD8 y con la respuesta T específica para T. 
cruzi. 
Objetivo 4: Determinar si es posible restaurar la capacidad funcional de los linfocitos T 
específicos para T. cruzi mediante la estimulación ex vivo con IL-7, IL-27 e IL-15. 
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3 POBLACIÓN Y MÉTODOS 
Población y Métodos 
30 
 
3.1 Diseño Experimental  
Para la realización de los distintos ensayos se tomaron muestras de sangre periférica 
aislándose las células mononucleares (PBMCs) y muestras de suero. Se realizó una 
caracterización fenotípica y funcional de los receptores de las citocinas IL-7 e IL-27 en 
individuos adultos con serología positiva para T. cruzi, en distintos estadios clínicos de 
la enfermedad de Chagas crónica, y en individuos no infectados. Para la evaluación 
fenotípica se determinó la expresión de los componentes del IL-7R, CD127 y CD132, y 
del IL-27R, WSX-1 y CD130, en las poblaciones de linfocitos T vírgenes, efectores y de 
memoria utilizando la técnica de citometría de flujo. Para la caracterización funcional del 
IL-7R y del IL-27R, las PBMCs fueron estimuladas con IL-7 recombinante humana (rhIL-
7) o IL-27 (rhIL-27) determinándose luego por citometría de flujo la fosforilación del factor 
de transcripción STAT5, la expresión de CD25 y de Bcl-2, y por retrotranscriptasa-PCR 
cuantitativa (qRT-PCR) la expresión de MIG (CXCL9), Granzima B (GZMB), T-bet 
(TBX21), y Eomesodermina (EOMES).  
Evaluamos si la expresión y la funcionalidad del IL-7R y/o del IL-27R se asocian con la 
magnitud de la respuesta celular T específica para T. cruzi en los pacientes con infección 
crónica por T. cruzi. Para ello, determinamos el número de células T productoras de 
IFN-γ específicas para el parásito utilizando ensayos de ELISPOT y los pacientes se 
agruparon de acuerdo con la respuesta encontrada en dos grupos: los individuos que 
mostraron respuestas positivas para IFN-γ se denominaron "productores de IFN-γ" (P) 
y aquellos con respuestas de ELISPOT por debajo del criterio de positividad se 
denominaron "no productores de IFN-γ" (NP).  
Se estudiaron los niveles séricos de IL-7 y del receptor soluble de IL-7 (sIL-7R o 
sCD127) en comparación con los controles no infectados y su posible correlación con la 
expresión del IL-7R en linfocitos T CD4+ y CD8+, así como también con la respuesta 
específica hacia el parásito. También, se determinó la concentración de otras citocinas 
capaces de activar STAT5, tales como, IL-9, IL-21 e IL-27, y citocinas inflamatorias (IL-
8, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF e IL-12), y se evaluó su potencial relación con la función del 
eje IL-7/IL-7R.  
Por último, se evaluó si el tratamiento in vitro con IL-7, IL-27 e IL-15 era capaz de restituir 
la producción IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi en PBMCs de personas adultas 
con serología positiva para T. cruzi, en distintos estadios clínicos de la enfermedad de 
Chagas crónica (Esquema A).  
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ESQUEMA A. Diseño experimental.  
3.2 Población Estudiada 
Para la realización de este trabajo se incluyeron pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica residentes en la Provincia de Buenos Aires que concurrieron a la Unidad de 
Chagas del Hospital "Eva Perón", Provincia de Buenos Aires. Todos los participantes 
fueron evaluados clínica y cardiológicamente por médicos cardiólogos de la sección 
de Chagas del Hospital Eva Perón a fin de determinar su estadio clínico y agruparlos 
de acuerdo con la clasificación de Kuschnir modificada (Kuschnir E, 1985; Viotti R, 
2011). Para esto se realizó la serología para T. cruzi, junto con un examen físico, 
un electrocardiograma, radiografía de tórax y un ecocardiograma. La reactividad 
hacia el T. cruzi se evaluó en el Instituto Nacional de Parasitología Dr. Mario Fatala 
Chaben, utilizando las técnicas convencionales de ELISA, hemaglutinación e 
inmunofluorescencia (WHO, 2012).  
En total se incluyeron 143 individuos con infección crónica por T. cruzi, en un rango 
de edad entre 21 y 76 años. Tres pacientes, uno en estadio G1 y dos en estadio G2, 
habían sido tratados con benznidazol seis años antes de su inclusión en este trabajo, 
pero ninguno de ellos mostró cambios en los títulos de anticuerpos comparado con 
sus títulos iniciales y uno de ellos progresó de estadio G1 a G2, por lo tanto, el 
tratamiento no había sido efectivo en estos pacientes. Se incorporaron también 41 
individuos no infectados con serología negativa para T. cruzi que nunca habían 
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residido en zona endémica al momento de ser incluidos en el proyecto. Se excluyeron 
del estudio a aquellos pacientes infectados o controles seronegativos con 
antecedentes de hipertensión arterial, enfermedad cardíaca vascular, isquémica o 
congénita, cáncer, infección por HIV, sífilis, diabetes, artritis o alergia. El protocolo de 
estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital “Eva Perón”. La participación 
de los pacientes quedó documentada mediante la firma de un consentimiento 
informado. Las características de la población estudiada se muestran en la Tabla I.  
TABLA I. Características de la población de estudio   
Grupo  n Rango de Edad 
(mediana), años 
Tratamiento 
etiológico 
Género 
Masculino   Femenino 
G0   68 26-63 (42) 0/68 31 37   
G1 41 21-66 (46) 1/41 16 25 
G2 13 26-64 (48) 2/13 8 5 
G3 21 40-76 (61) 0/21 16 5 
No Infectados 41 28-65 (45) - 15 26 
 
3.3 Serología 
El diagnóstico serológico para T. cruzi se confirmó en todos los participantes mediante 
inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinación indirecta y ELISA, en el Departamento 
de Diagnóstico del Instituto Nacional de Parasitología “Dr. Mario Fatala Chaben” (WHO, 
2012). Todas las muestras fueron analizadas con los tres métodos en simultáneo, 
considerándose como seroreactivos a aquellos sueros que reaccionaron positivamente 
en al menos dos de las tres pruebas realizadas.  
3.4 Aislamiento de Células Mononucleares Periféricas 
Las PBMCs fueron obtenidas a partir de muestras de aproximadamente 50 mL de 
sangre periférica de individuos infectados y controles no infectados, extraídas del 
antebrazo mediante el sistema de colección al vacío, utilizando tubos con heparina 
(Vacutainer, BD, San Diego, CA, USA). Las PBMCs fueron separadas por centrifugación 
diferencial de la sangre durante 25 minutos a 1800 revoluciones por minuto (rpm), con 
Ficoll-Hypaque (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). Luego de la centrifugación se 
separó el halo blanquecino correspondiente al concentrado de PBMCs, el cual fue 
resuspendido posteriormente en RPMI 1640 (Corning, NY, USA), suplementado con 20 
mmol/L de HEPES, 2 mmol/L de L-glutatión, 1 mmol/L de piruvato, 0.1 mmol/L de 
aminoácidos no esenciales, 50 U de penicilina, 50 µg/mL de estreptomicina y 50 µmol/L 
de 2-β-mercaptoetanol. Luego de dos lavados de 10 minutos, cada uno en RPMI 
mediante centrifugación a 1600 rpm, las PBMCs fueron resuspendidas en medio de 
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cultivo RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB; NOTACOR, 
Córdoba, Argentina) [RPMI completo] y criopreservadas en nitrógeno líquido hasta su 
utilización. La criopreservación se realizó utilizando igual volumen de una solución 
compuesta de 80% de SFB y 20% dimetilsulfóxido. 
3.5 Cultivo de los parásitos y preparación del lisado de proteínas 
Lisado de T. cruzi 
En este trabajo se utilizó la cepa T. cruzi Brasil mantenida in vitro en cultivo de células 
VERO con medio RPMI completo. Las células VERO fueron cocultivadas con los 
parásitos durante 24 h para permitir la infección de las células y luego fueron lavados 
con RPMI para extraer los tripomastigotes que hubieran permanecido en el 
sobrenadante. Los cultivos celulares fueron observados diariamente en un microscopio 
de fase invertido para evaluar la evolución de la infección. Una vez producida la 
liberación de tripomastigotes al medio, el sobrenadante fue centrifugado a 2300 rpm. 
Luego, el precipitado de tripomastigotes fue resuspendido e incubado durante 16-20 h 
en medio RPMI completo acidificado con buffer fosfato/citrato 1 M (1 % de buffer 
fosfato/citrato en RPMI completo), ajustado a pH=5 con HCl, estéril, para transformar 
las formas tripomastigotes en amastigotes. Transcurrido este tiempo, los cultivos fueron 
centrifugados a 3000 rpm para precipitar los amastigotes y luego lavados con PBS estéril 
frío a la misma velocidad. El precipitado fue congelado a -20ºC hasta obtener una 
cantidad considerable de estos. Finalmente, los pellets de parásitos fueron sometidos a 
un proceso de congelado a -70ºC durante más de 20 min y posterior descongelado, 
seguido de una agitación vigorosa utilizando un vórtex durante 10 segundos. Se repitió 
el proceso cuatro veces, seguido de una incubación nocturna a -70°C, y tres ciclos más, 
idénticos a los mencionados anteriormente, al día siguiente. Posteriormente, la muestra 
fue sonicada tres veces durante 10 seg, para liberar las proteínas. El homogenato fue 
centrifugado a 12000 rpm durante 30 min a 4ºC obteniéndose en la fracción soluble las 
proteínas derivadas de los amastigotes.   
Determinación de la concentración de proteínas  
Para determinar la concentración de proteínas obtenida luego de la preparación del 
lisado de T. cruzi se utilizó un micrométodo adaptado de la técnica descripta por 
Bradford en 1976. A 10 µL de cada muestra se le agregaron 200 µL del reactivo de 
Bradford y se midió la D.O. a 595 en un espectrofotómetro. Las muestras fueron 
analizadas por duplicado y patrones de albúmina sérica bovina fueron utilizados para la 
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construcción de una curva de calibración, en base a la cual se determinó la 
concentración proteica de las muestras de lisado del parásito.  
3.6 Determinación de la magnitud de la respuesta celular T específica para T. 
cruzi.  
Para determinar el número de células T productoras de IFN- específicas para T. cruzi 
se realizaron ensayos de ELISPOT, utilizando un kit comercial (BD Biosciences, San 
Diego, CA, USA). Un anticuerpo monoclonal anti IFN-γ fue sembrado en microplacas de 
96 pocillos con fondo de nitrocelulosa estériles durante 18 h a 4°C.  Luego de la 
incubación las placas fueron lavadas con 200 µL de RPMI completo y se bloquearon los 
sitios antigénicos inespecíficos con RPMI completo durante 2 h a temperatura ambiente. 
Se sembraron 4x105 PBMCs/pocillo y se estimularon con 10 μg/mL de lisado de 
amastigotes de T. cruzi, en presencia o ausencia de rhIL-7 (50 ng/mL, Abcam, Reino 
Unido) o rhIL-27 (50 ng/mL, R&D, Minneapolis, MN, USA) por 16-20 h a 37°C con 5% 
CO2. Cómo control positivo se estimularon las células con 20 ng/mL de Forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) y 500 ng/mL de Ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich, San 
Luis, Misuri, USA) y el control negativo consistió en medio de cultivo completo. 
Posteriormente se agregó un anticuerpo anti-IFN-γ biotinilado por 2 h a temperatura 
ambiente y los puntos definidos (spots), cada uno representando una célula productora 
de IFN-γ, se revelaron utilizando estreptavidina-peroxidasa seguido del agregado de 
aminoetilcarbazol como sustrato. Se determinó el número de células productoras 
mediante un lector de ELISPOT (CTL, Shaker Heights). La respuesta específica para T. 
cruzi fue calculada de la siguiente manera: 
𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑎 T. cruzi = 𝑁° 𝐶𝑃𝑆 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 − 𝑁° 𝐶𝑃𝑆 𝑛𝑜 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 
Las respuestas al lisado de amastigotes de T. cruzi fueron consideradas positivas si se 
observaban un mínimo de diez “spots” por pocillo y si este número era, al menos, el 
doble del valor del pocillo sin estimular. A partir de los resultados, los individuos que 
mostraron respuestas de ELISPOT positivas para IFN-γ se denominaron "productores 
de IFN-γ" (P) y aquellos con respuestas de ELISPOT por debajo del criterio de 
positividad se denominaron "no productores de IFN-γ" (NP). 
3.7 Anticuerpos monoclonales utilizados  
Los anticuerpos monoclonales utilizados para la realización de los ensayos de citometría 
de flujo se detallan en la Tabla II. 
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TABLA II. Anticuerpos monoclonales  
Especificidad Clon Fluorocromo Marca Comercial 
CD3 SK7 APC Cy7 BD Bioscience 
CD4 SK3 PerCP BD Bioscience 
 RPA-T4 APC BD Bioscience 
 RPA-T4 APC Cy7 BD Bioscience 
 RPA-T4 Pacific Blue (PB) BD Bioscience 
CD8 SK1 FITC BD Bioscience 
 HIT8a PerCP BD Bioscience 
 RPA-T8 PE BD Bioscience 
 RPA-T8 PE Cy5 BD Bioscience 
CD25 M-A251 FITC BD Bioscience 
CD28 CD28.2 PE Cy7 BD Bioscience 
CD45RA HI100 FITC BD Bioscience 
CD127 HIL-7R-M21 Alexa Fluor (AF) 647 BD Bioscience 
CD130 AM64 PE BD Bioscience 
CD132 AG184 PE BD Bioscience 
CD279 EN12.1 PE Cy7 BD Bioscience 
Bcl-2 MHCBCL04 PE Invitrogen 
pSTAT1 PS727 AF 488 BD Bioscience 
pSTAT3 4/P-STAT3 AF 647 BD Bioscience 
pSTAT5 47/Stat5(pY694) PE BD Bioscience 
IFN-γ MsIgG1 AF 488 BD Bioscience 
WSX-1 FAB14791A APC R&D 
3.8 Receptor de IL-7 
Análisis fenotípico del Receptor de IL-7 
Para caracterizar el fenotipo del IL-7R en la población total de linfocitos T vírgenes y 
recientemente emigrados del timo (RTE), de memoria y efectores totalmente 
diferenciados (TTE) se utilizaron ensayos de citometría de flujo policromática. En la 
Tabla III se indican las combinaciones de anticuerpos para cada población estudiada.  
TABLA III. Combinación de anticuerpos monoclonales para cada población de linfocitos T 
Marcador RTE Vírgenes  Memoria TTE 
Viabilidad 
(FV510) 
- - - - 
CD4 +/- +/- +/- +/- 
CD8 +/- +/- +/- +/- 
CD45RA + + - + 
CD127 + + +/- - 
CD132 - -/+ + + 
 
Un total de 500.000 células fueron incubadas con los anticuerpos correspondientes para 
cada marcador por 30 minutos en hielo y oscuridad. Posteriormente, las células fueron 
lavadas una vez en PBS conteniendo 4% SFB por centrifugación a 1600 rpm durante 
10 min, y resuspendidas en paraformaldehído (PFA) al 2% hasta ser leídas en el 
citómetro de flujo. En el caso del marcador de viabilidad celular Fixable Viability Stain 
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510 (FV510, BD Bioscience, San Diego, CA, USA) las células fueron incubadas con 1 
µL del stock, durante 15 min a temperatura ambiente, lavadas con 2 mL de PBS y 
resuspendidas en PBS con 4% de SFB previamente a la tinción con los anticuerpos 
correspondientes. Se adquirieron al menos 200.000 eventos/muestra en un citómetro 
de flujo FACS Aria II (BD). El análisis de los datos obtenidos se realizó mediante el 
programa Flowjo X (Tree Star), seleccionándose la población de linfocitos de acuerdo 
con la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs SSC), y luego las células viables 
en función del marcador de viabilidad. Para cada muestra se obtuvo el porcentaje de 
linfocitos T CD4+ y CD8+, que expresaban el conjunto de marcadores estudiado.   
Análisis funcional del Receptor de IL-7 
Fosforilación del Factor de Transcripción STAT5 
Aproximadamente 2x106 PBMCs fueron cultivadas durante 20 h en un medio de cultivo 
libre de suero (AIM-V, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y luego estimuladas con 100 
ng/mL de rhIL-7 (Abcam, Reino Unido) durante 15 min a 37oC, en una atmósfera de 5% 
de CO2. Las células fueron lavadas con buffer de tinción (PBS 1X con 4% de SFB), 
incubadas con anticuerpos monoclonales para CD4 y CD8 de clones resistentes a la 
permeabilización con metanol (RPA-T4 y HIT8a respectivamente) por 15 min en hielo e 
inmediatamente fijadas con un volumen igual de PFA 4% a 37oC durante 10 min para 
mantener el estado de fosforilación de STAT5. Las células fueron centrifugadas y el PFA 
removido por aspiración. Luego se permeabilizaron con 1 mL de metanol 90% en PBS 
1X en hielo y oscuridad durante 30 min y posteriormente se lavaron dos veces con buffer 
de tinción. Finalmente, fueron incubadas con un anticuerpo intracelular para STAT5 
fosforilado (pSTAT5) durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras se 
adquirieron en un citómetro FACScalibur (BD, San Diego, CA, USA) y fueron analizadas 
con el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA) seleccionándose la 
población de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs 
SSC). Para cada paciente se obtuvo el porcentaje de fosforilación inducida por IL-7 del 
STAT5 ( % pSTAT5+) para linfocitos T CD4+ y CD8+ a partir de la diferencia del 
porcentaje de células pSTAT5+ entre las muestras estimuladas y no estimuladas con 
rhIL-7. El valor de fosforilación basal de STAT5 fue obtenido del cultivo de células sin 
estimular con rhIL-7. 
Expresión de CD25 y Bcl-2 
Un total de 2x106 PBMCs fueron cultivadas en medio RPMI completo en presencia o 
ausencia de 10 ng/mL de rhIL-7 por 48 h. Luego de la incubación las células fueron 
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lavadas e incubadas con anticuerpos monoclonales para CD4, CD8 y CD25 por 30 min 
en hielo seguido de un paso de permeabilización celular utilizando la solución comercial 
Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) siguiendo las instrucciones 
del manufacturador. Posteriormente, las células fueron incubadas con anti-Bcl-2 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 30 min a 4°C, lavadas dos veces con la solución 
comercial Perm/Wash (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) y resuspendidas en PBS 
1X conteniendo 2% de PFA. Las muestras se adquirieron en un citómetro de flujo 
FACScalibur (BD) y fueron analizadas con el programa FlowJo X (Tree Star, San Carlos, 
CA, USA). El nivel de inducción de la expresión de Bcl-2 y CD25 en cada paciente y 
control no infectado fue determinada mediante la diferencia entre los cultivos 
estimulados y no estimulados. La molécula Bcl-2 se expresa constitutivamente por lo 
que se decidió utilizar el cambio de la intensidad de fluorescencia media (IFM) luego del 
tratamiento de los cultivos de PBMCs con rhIL-7.  
3.9 Caracterización fenotípica de los linfocitos T productores de IFN-γ 
específicos para T. cruzi 
Para caracterizar el fenotipo de la población de linfocitos T CD4+ específicos de T. cruzi 
se determinó la expresión de los marcadores CD127, CD132 y CD279 (PD-1) sobre la 
población productora de IFN-γ luego de la estimulación de las PBMCs (4x106) con 15 
μg/mL de lisado de T. cruzi durante 20 h. Se estimularon las células con enterotoxina B 
estafilocócica (SEB, 1 µg/mL; Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, USA), como control 
positivo o con medio de cultivo solo, como control negativo. Durante las últimas 5 h de 
incubación se agregaron 10 μg/mL de Brefeldin A (BD, San Diego, CA, USA) y luego las 
células fueron lavadas e incubadas con 1 µL de stock de FV510, durante 15 min a 
temperatura ambiente. Luego fueron lavadas con 2 mL de PBS, resuspendidas en PBS 
con 4% de SFB e incubadas con los anticuerpos monoclonales CD4, CD127, CD132 y 
CD279 (PD-1) durante 30 min en hielo y oscuridad. Posteriormente las células fueron 
permeabilizadas utilizando la solución comercial Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen, 
San Diego, CA, USA) por 20 min. Las células fueron incubadas con un anticuerpo 
monoclonal para IFN-γ por 30 min a 4°C, lavadas dos veces con la solución comercial 
Perm/Wash (BD) y resuspendidas en PBS 1X conteniendo 2% de PFA, para fijarlas. Las 
muestras fueron leídas con un citómetro de flujo FACS Aria II (BD) y luego los datos 
fueron analizados con el programa FlowJo X (TreeStar, San Carlos, CA, USA). El 
análisis de la expresión de los marcadores CD127, CD132 y PD-1 se realizó 
seleccionando la población de linfocitos T CD4+ productores y no productores de IFN-γ. 
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3.10 Mediciones en suero. 
Los niveles en suero de IL-7, IL-9, IL-21, IL-27 (Abcam ab185984, ab100577, ab119542, 
ab83695 respectivamente, Reino Unido) y del receptor soluble de IL-7 (sCD127 o sIL-
7Rα, MyBioSource MBS763833, San Diego, CA, USA) fueron medidos por duplicado 
utilizando kits comerciales de ELISA. Para ello se utilizaron microplacas de cultivo de 96 
pocillos recubiertas con los anticuerpos monoclonales específicos para cada una de las 
citocinas o para el receptor de sCD127. Luego se agregaron 100 µL de las muestras de 
suero de individuos crónicamente infectados con T. cruzi y controles no infectados o las 
distintas cantidades de las citocinas recombinantes utilizadas para la curva de 
calibración (rangos: IL-7, 1.6 pg/mL - 100 pg/mL; IL-9, 0.04 ng/mL - 30 ng/mL; IL-21, 78 
pg/mL - 5000 pg/mL; IL-27, 31.25 pg/mL - 1000 pg/mL), por duplicado. Las muestras de 
suero fueron diluidas 1:2 previo al ensayo, excepto para medir IL-9 y sCD127 donde se 
utilizaron las muestras sin diluir. Las muestras fueron incubadas con anticuerpos 
conjugados biotinilados durante 1-3 h, dependiendo del kit utilizado, a temperatura 
ambiente, con agitación. Luego, se agregó estreptavidina-HRP durante 1 h a 
temperatura ambiente. Finalmente, el substrato enzimático TMB fue adicionado a todos 
los pocillos. La reacción fue detenida por adición de solución ácida y los valores de D.O 
se midieron en un espectrofotómetro a 450 nm de longitud de onda primaria. 
Las citocinas inflamatorias (IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e IL-12) fueron medidas por 
ensayo citométrico de perlas (CBA, BD Biosciences 551811, San Diego, CA, USA). 
Brevemente, las muestras de suero fueron diluidas 1:2, y las distintas cantidades de las 
citocinas recombinantes utilizadas para la curva de calibración fueron preparados según 
las instrucciones del manufacturador. 50 µL de cada muestra se incubaron con 50 µL 
de mezcla de perlas de captura resuspendidas en una solución amortiguadora de pH 
para sueros que provee el kit, durante 1 h 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 
Luego se incubaron con 50 µL de anticuerpo de detección conjugado con PE durante 1 
h 30 min a temperatura ambiente y oscuridad. Las muestras fueron adquiridas en un 
citómetro de flujo FACScalibur (BD) y analizadas con el programa FCAP Array Software 
(BD).  
3.11 Receptor de IL-27 
Análisis fenotípico del Receptor de IL-27 
Para caracterizar el fenotipo del IL-27R en la población total de linfocitos T vírgenes y 
de memoria se utilizaron ensayos de citometría de flujo policromática. En la Tabla IV se 
indican las combinaciones de anticuerpos para cada población estudiada.  
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TABLA IV. Combinación de anticuerpos monoclonales para cada población de linfocitos T 
Marcador Vírgenes  Memoria 
CD3 + + 
CD4 +/- +/- 
CD8 +/- +/- 
CD45RA + - 
CD28 + +/- 
CD130 + + 
WSX-1 + + 
 
Un total de 500.000 células fueron incubadas con los anticuerpos correspondientes para 
cada marcador por 30 minutos en hielo y oscuridad. Posteriormente, las células fueron 
lavadas una vez en PBS conteniendo 4% SFB por centrifugación a 1600 rpm durante 
10 min, y resuspendidas en PFA al 2% hasta ser leídas en el citómetro de flujo. Se 
adquirieron al menos 300.000 eventos/muestra en un citómetro de flujo HyperCyAn 
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). El análisis de los datos obtenidos se realizó 
mediante el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA), seleccionándose la 
población de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs 
SSC). Para cada paciente se obtuvo el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ que 
expresaban el conjunto de marcadores estudiado.  
Modulación de la expresión del IL-27R  
Las PBMCs (2x106) fueron cocultivadas con tripomastigotes (cepa Brasil) derivados de 
cultivo de células Vero, en una proporción de 1:5 células/parásitos en una placa de 
cultivo de 24 pocillos a 37°C en atmósfera de 5% de CO2 y 99% de humedad durante 
48 h. Luego de la incubación, las células fueron lavadas con PBS suplementado con 4% 
de SFB, y se realizó la tinción de la superficie celular como se describió anteriormente. 
Análisis funcional del Receptor de IL-27 
Aproximadamente 2x106 PBMCs fueron cultivadas durante 20 h en un medio de cultivo 
libre de suero (AIM-V, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y luego estimuladas con 200 
ng/mL de rhIL-27 (R&D, Minneapolis, MN, USA) durante 15 min a 37oC, en una 
atmósfera de 5% de CO2. Las células fueron lavadas con buffer de tinción (PBS 1X con 
4% de SFB), incubadas con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4 y CD8 de clones 
resistentes a la permeabilización con metanol (SK7, RPA-T4 y HIT8a respectivamente) 
por 15 min en hielo e inmediatamente fijadas con un volumen igual de PFA 4% a 37oC 
durante 10 min para mantener el estado de fosforilación de los STATs Las células fueron 
centrifugadas y el PFA removido por aspiración. Luego se permeabilizaron con 1 mL de 
metanol 90% en PBS 1X en hielo y oscuridad durante 30 min y posteriormente se 
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lavaron dos veces con buffer de tinción. Finalmente, se incubaron con un anticuerpo 
intracelular para STAT1, STAT3 y STAT5 fosforilados (pSTAT1, pSTAT3 y pSTAT5 
respectivamente) durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras se adquirieron 
en un citómetro HyperCyAn (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) y fueron analizadas con 
el programa Flowjo X (Tree Star, San Carlos, CA, USA) seleccionándose la población 
de linfocitos de acuerdo con la granulosidad y tamaño de las células (FSC vs SSC). Para 
cada paciente se obtuvo el porcentaje de fosforilación inducida por IL-27 de cada STAT 
( % pSTATx+) para linfocitos T CD4+ y CD8+ a partir de la diferencia del porcentaje de 
células pSTATx+ entre las muestras estimuladas y no estimuladas con rhIL-27. El valor 
de fosforilación basal de cada STAT fue obtenido del cultivo de células sin estimular con 
rhIL-27. 
3.12 Expresión Génica (Real Time RT-PCR) 
Se cultivaron 2x106 PBMCs en una placa de 24 pocillos durante 24 h en medio AIM-V 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Durante las últimas 6 h de incubación, las células se 
estimularon con rhIL-27 (concentración final 50 ng/mL). Como control, un pocillo por 
paciente se incubó solo con medio. A continuación, las células se lavaron tres veces con 
1X PBS frío y se aisló ARN citoplásmico total usando RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen 
74134, Alemania). Brevemente, las células son cosechadas y resuspendidas en un 
buffer de lisis conteniendo β-mercaptoetanol y vortexeadas durante 30 seg. El ADN 
genómico es eliminado utilizando columnas de purificación y luego el eluido es 
transferido a una columna de purificación de ARN. El ARN (8,5 µL de la muestra de ARN 
purificado) se transcribió de forma reversa en ADN complementario y se amplificó en un 
volumen total de 20 μL usando el Sistema de Síntesis de Primera Fase SuperScript III 
(Invitrogen 18080-051, Carlsbad, CA, USA) usando cebadores de oligo-(dT) en 
condiciones estándar. La reacción en cadena de la polimerasa TaqMan en tiempo real 
(qPCR) se realizó en cada muestra usando iQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad 170-
8880, Hercules, CA, USA) en un volumen total de 20 μL. Se utilizaron diluciones 1:40 y 
1:200 final en Tris 5 mM de ADNc para la evaluación de la expresión de STAT1, STAT3, 
STAT5, TBX21, EOMES, CXCL9, GZMB y 1:200 y 1:2000 para GADPH. Las secuencias 
de los cebadores utilizados para evaluar la expresión de los genes STAT1, STAT3, 
STAT5, TBX21, EOMES, CXCL9, GZMB y GADPH se muestran en la Tabla V. Las 
condiciones de la reacción de qPCR fueron: 1) desnaturalización 3 min 95 ºC, 2) 
amplificación 15 seg 95 ºC, hibridación 15 seg 60 ºC, ciclos 40.  
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TABLA V. Cebadores utilizados para qPCR 
Gen / Secuencia Cebadores 
STAT1 / NM_007315.3 F: GTGCCCTGTTGAAGGACCA 
R: TCAACCGCATGGAAGTCAGG 
STAT3 / NM_139276.2 F: CATCCTGAAGCTGACCCAGG 
R: TATTGCTGCAGGTCGTTGGT 
STAT5B / NM_012448.3 F: GAAGATCAAGCTGGGGCACT 
R: GCTTCTCGGACCAACCTCTG 
TBX21 / NM_013351.1 F: CCACCTGTTGTGGTCCAAGT 
R: CATCCTGTAGTGGCTGGTGG 
EOMES / NM_001278182.1 F: AGGTTCTGGCTTCCGTGC 
R:GCAGTGGGATTGAGTCCGTT 
GZMB / NM_004131.5 F: GCCCAGGGCAGATGCAG 
R: CTCGTATCAGGAAGCCACCG 
CXCL9 / NM_002416.2 F: GTGGTGTTCTTTTCCTCTTGGG 
R: AACAGCGACCCTTTCTCACT 
GAPDH /  NC_000012.12  F: ACCCACTCCTCCACCTTTGAC 
R:TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 
3.13 Restauración de la capacidad funcional de los linfocitos T. Efecto del 
tratamiento con citocinas sobre la expansión de las células T específicas 
para T. cruzi 
Para evaluar el efecto de las citocinas IL-7, IL-27 e IL-15 sobre la expansión de células 
de memoria, 3x106 PBMCs fueron incubadas en placas de 24 pocillos con RPMI 
completo durante 10 días en atmósfera de 5% CO2 a 37°C, en presencia o ausencia de 
rhIL-7 o de rhIL-27 (a concentración final 25 ng/mL) y de lisado de T. cruzi (10 μg/mL 
final). Para mantener la viabilidad de las células, se adicionó a los cultivos citocina rhIL-
2 (20 UI/mL final, BD, San Diego, CA, USA) a los tres días y medio fresco a los seis 
días de iniciada la incubación. Luego de los 10 días, las células fueron lavadas y 
resuspendidas en RPMI completo. Las PBMCs cultivadas se analizaron para 
determinar la presencia de células T secretoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. 
cruzi usando el ensayo ELISPOT (como se indicó en el punto 3.6), sembrando 2x105 
de PBMCs cultivadas/pocillo junto con 1x105 de PBMCs criopreservadas autólogas no 
estimuladas/pocillo, como células presentadoras de antígeno (Esquema B). 
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ESQUEMA B. Procedimiento para evaluar la expansión de células específicas para T. cruzi en 
presencia de citocinas.  
3.14  Análisis estadístico  
La normalidad de los datos fue evaluada por la prueba de Shapiro-Wilk. Los resultados 
de las tablas se expresan como medianas y rangos intercuartílicos. Las diferencias entre 
pacientes productores de IFN-γ (P) y no productores (NP) se determinó por la prueba 
de Student o Mann-Whitney, mientras que las diferencias entre los distintos grupos 
clínicos fueron evaluadas por por análisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba 
de Bonferroni o Dunns para comparaciones múltiples, según correspondiese en función 
de la normalidad de los grupos. Las diferencias en los distintos marcadores evaluados 
entre los cultivos de PBMCs tratados con citocinas y/o estimulados con lisado de T. 
cruzi, o cocultivados con tripomastigotes de T. cruzi y los cultivos sin estimular fueron 
evaluadas por la prueba t para muestras pareadas. Las correlaciones entre los 
parámetros estudiados se analizaron por las pruebas de Spearman o Pearson, en 
función de la normalidad de los datos, y se consideraron significativas a valores de p ≤ 
0.05. También se realizó un análisis univariado y multivariado para definir los parámetros 
inmunológicos y serológicos que pudieran predecir la respuesta a antígenos de T. cruzi, 
evaluado por la prueba de sumas clasificatorias de Wilcoxon o la prueba t para dos 
muestras, según correspondiera en función de la normalidad de los datos, para variables 
continuas. Los parámetros con resultados de p<0.05 en el análisis univariado fueron 
transformados a escala logarítmica para efectuar el análisis multivariado, y fueron 
incorporados a seis modelos, en los cuales las variables no correlacionaban entre sí. 
Para expresar los resultados del análisis multivariado utilizamos tasas de probabilidad 
de 95% de intervalo de confianza.  
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4 Relación entre la expresión de los componentes del receptor de IL-7, 
la funcionalidad del eje IL-7/IL-7R y la respuesta celular T específica 
para T. cruzi 
Un estudio previo de nuestro laboratorio (Albareda MC, 2015) demostró que las células 
T de pacientes con infección crónica por T. cruzi sin signos de disfunción cardiaca, pero 
no así las células de aquellos con cardiomiopatía severa son capaces de responder más 
eficientemente a la IL-7. 
Con el objetivo de profundizar en el estudio de esta vía de señalización, y determinar si 
las alteraciones observadas están circunscriptas a una población determinada de 
linfocitos T, se analizó la expresión del IL-7R en las poblaciones de linfocitos T vírgenes 
y de memoria, y su asociación con la funcionalidad de la vía de señalización en 
respuesta a la IL-7 in vitro.  
En la Figura 1 puede observarse el proceso de selección de las poblaciones de interés 
para las distintas subpoblaciones, utilizando el programa de análisis FlowJo X. Los 
linfocitos fueron seleccionados en función de sus parámetros de Forward Scatter (FSC) 
vs Side Scatter (SSC). Luego, los singuletes fueron elegidos en base a los parámetros 
FSC-H (height - altura) y FSC-A (área) y las células vírgenes, y de memoria fueron 
seleccionadas de acuerdo con la expresión de CD45RA y CD127 dentro de la población 
de células viables (FV510¯). La expresión de los componentes del IL-7R en las células 
de memoria se analizó utilizando gráficos de distribución celular. Debido a que los 
linfocitos T vírgenes expresan la cadena CD127 por definición, se estudió la Intensidad de 
Fluorescencia Media (IFM) de este marcador, utilizando gráficos de Histogramas (gráficos 
de frecuencias). 
 
FIGURA 1. Estrategia de selección de las subpoblaciones de linfocitos T. Las PBMCs se 
incubaron con el marcador de viabilidad celular Fixable Viability 510 (FV510) y con anticuerpos 
anti CD4 (o CD8, no se muestra), CD45RA, CD127 y CD132, y se analizaron mediante citometría 
de flujo. Luego fue analizado el patrón de expresión de CD127 y CD32 en las células de memoria 
(CD45RA¯) y efectoras totalmente diferenciadas (CD45RA+) y de CD127 en las células T 
vírgenes (CD45RA+CD127+). Las flechas indican el orden de selección de las poblaciones 
analizadas. En el cuadrante superior-derecho se ubican las células que expresan ambos 
marcadores. 
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Las células T vírgenes de pacientes con enfermedad de Chagas crónica tienen 
baja expresión de la cadena CD127 del receptor de IL-7 independientemente del 
estadio clínico 
En la población de linfocitos T CD4+ y CD8+ vírgenes de pacientes con enfermedad de 
Chagas crónica se observó una baja expresión de la cadena α específica del IL-7R 
(CD127) en comparación con los individuos no infectados, no observándose diferencias 
entre los distintos estadios clínicos de la enfermedad (Figura 2).  
 
FIGURA 2. Análisis de la expresión de la cadena específica α (CD127) del IL-7R, en la 
población de linfocitos T CD4+ y CD8+ vírgenes. Las PBMCs fueron incubadas con el 
marcador de viabilidad celular FV510 y con anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, 
CD8, CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometría de flujo. Cada símbolo representa la 
IFM de expresión del CD127 para la población de linfocitos T CD4+ (gráfico superior) y CD8+ (gráfico 
inferior) vírgenes (CD45RA+CD127+) de cada individuo evaluado. La línea horizontal indica el valor 
de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las 
comparaciones entre los grupos clínicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de 
individuos no infectados (NI) se realizaron por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para 
comparaciones múltiples. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 comparado con NI.  
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Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica que no presentan signos de 
disfunción cardiaca poseen mayores frecuencias de células T de memoria que 
modulan negativamente la cadena CD127 del receptor de IL-7 
En los pacientes que no presentaban signos de disfunción cardiaca (grupo G0), se 
observó menores frecuencias de linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria (CD45RA¯) que 
expresaban las dos cadenas del IL-7R, es decir con fenotipo CD127+CD132+, en 
comparación con los individuos no infectados. Asimismo, se observó una tendencia 
positiva significativa de mayores niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ con fenotipo 
CD127+CD132+ a mayor compromiso cardíaco de los pacientes (Figura 3A y 3C). De 
forma independiente del estadio clínico, los individuos infectados mostraron mayores 
frecuencias de células T de memoria CD4+ y CD8+ con fenotipo CD127¯CD132+, 
observándose una tendencia negativa en los niveles de esta población de linfocitos T a 
medida que aumentaba la severidad de la enfermedad cardíaca (Figura 3B y 3D). 
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FIGURA 3. Análisis de la expresión de los componentes del IL-7R en la población de 
linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria. Las células mononucleares periféricas provenientes de 
pacientes en distintos estadios clínicos de la infección crónica por T. cruzi fueron incubadas 
con los anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132 y con 
el marcador de viabilidad FV510, y analizadas por citometría de flujo. Cada símbolo representa 
el porcentaje de células CD127+/¯CD132+ en la población de linfocitos T CD4+ (A-B) y CD8+ (C-D) 
de memoria (CD45RA¯) de cada individuo evaluado. La línea horizontal indica el valor de la 
mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las 
comparaciones entre los grupos clínicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de 
individuos no infectados (NI) se realizaron por ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 comparado con NI. La línea 
oblicua indica tendencia significativa entre medianas determinado por ANOVA seguido de la prueba 
de tendencia lineal entre medianas. A: pendiente (m)=4,08 p=0,0001***; B: m= -4,96 p<0,0001****; 
C: m=4,42 p<0,0001****; D: m= -5,22 p<0,0001****. 
Las células T CD45RA+ están conformadas principalmente por linfocitos T efectores 
terminalmente diferenciados y linfocitos T vírgenes (Harari A, 2006; Appay V, 2008). Por 
este motivo, en base a la expresión de CD127 y CD132, también medimos la proporción 
de células recientemente emigradas del timo (RTE) (CD127+CD132—) y células T 
terminalmente diferenciadas (TTE) (CD127—CD132+) (Sasson SC, 2012; Fink PJ, 2013), 
en las células T CD45RA+. 
Los pacientes que no presentaban signos de disfunción cardiaca (G0) mostraron 
menores frecuencias de células RTE circulantes entre la población de linfocitos T CD4+ 
comparado con los individuos no infectados (Figura 4A). La frecuencia de linfocitos T 
CD8+ RTE fue menor en los individuos crónicamente infectados independientemente del 
estadio clínico que en los individuos no infectados (Figura 4B).  
Resultados 
 
48 
 
 
FIGURA 4. Frecuencias de linfocitos T recientemente emigrados del timo en pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica. Las PBMCs fueron incubadas con el marcador de viabilidad 
celular FV510 y con los anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 
y CD132, y analizadas por citometría de flujo. Cada símbolo representa la frecuencia de linfocitos 
T recientemente emigrados del timo en la población CD4+CD45RA+ (A) y CD8+CD45RA+ (C) en 
cada individuo evaluado. La línea horizontal indica el valor de la mediana. Los símbolos negros 
llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las comparaciones entre los grupos 
clínicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron 
realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * p<0,05; ** 
p<0,01 comparado con NI. 
La población TTE CD4+ y CD8+ se encontró enriquecida en células con fenotipo CD127—
CD132+ en los pacientes con enfermedad de Chagas crónica, comparado con los 
individuos no infectados. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre 
los distintos estadios clínicos (Figura 5).  
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FIGURA 5. Frecuencias de linfocitos T efectores terminalmente diferenciados en pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica. Las PBMCs fueron incubadas con el marcador de 
viabilidad celular FV510 y con los anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, CD8, 
CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometría de flujo. Cada símbolo representa la 
frecuencia de linfocitos T CD4+ (A) y CD8+ (C) efectores totalmente diferenciados (CD45RA+) en 
cada individuo evaluado. La línea horizontal indica el valor de la mediana. Los símbolos negros 
llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las comparaciones entre los grupos 
clínicos de pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron 
realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * p<0,05; ** 
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 comparado con NI. 
La funcionalidad del receptor de IL7 se correlaciona con la expresión de su 
receptor en la población de linfocitos T de memoria 
El principal evento de señalización que ocurre rápidamente luego de la unión de la IL-7 
a su receptor es la fosforilación, dependiente de las Jak cinasas, del factor de 
transcripción STAT5 (González-García S, 2012). En este trabajo se investigó si existía 
una relación entre la capacidad funcional del IL-7R, cuantificada por la fosforilación de 
STAT5 en respuesta a IL-7 recombinante (rhIL-7), y la expresión de las cadenas CD127 
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y CD132 del IL-7R en las subpoblaciones de linfocitos T vírgenes y de memoria de 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica en distintos estadios clínicos.  
La funcionalidad del IL-7R, medida a través de la fosforilación de STAT5, no se asoció 
con la expresión de la cadena α del IL-7R en las células T vírgenes (CD45RA+CD127+) 
(Tabla 1).  
TABLA 1. Correlación entre funcionalidad del IL-7R y la expresión de CD127 en las células T 
vírgenes 
Parámetros Spearman r Valor p B 
Δ % CD4+pSTAT5+ A 
CD127 (IFM) en 
CD4+CD45RA+CD127+ -0,07 0,61 
Δ % CD8+pSTAT5+ 
CD127 (IFM) en 
CD8+CD45RA+CD127+ 0,08 0,56 
A Calculado como la diferencia del porcentaje de células pSTAT5+ entre los cultivos estimulados 
y no estimulados con rhIL-7. 
B Se consideró correlación significativa a valores de p<0,05. 
Por el contrario, el porcentaje de células T CD4+ y CD8+ con STAT5 fosforilado luego de 
la estimulación con IL-7 in vitro (Δ pSTAT5+), se correlacionó negativamente con la 
frecuencia de células T de memoria (CD45RA—CD127+CD132+) (Figura 6A y 6B), y 
positivamente con la frecuencia de células T CD4+ y CD8+ que solo expresaban la 
cadena CD132, es decir con fenotipo CD127—CD132+ (Figura 6C y 6D). 
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FIGURA 6. Análisis de correlación entre la frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ de 
memoria con expresión diferencial de los componentes del IL-7R y la fosforilación del 
factor de transcripción STAT5 en respuesta a IL-7. Cada símbolo representa el porcentaje de 
células con fenotipo CD127+/—CD132+ en la población de linfocitos T CD4+ (A y C) o CD8+ (B y D) 
de memoria (CD45RA—), y el porcentaje de células que fosforilaron STAT5 en respuesta a IL-7 (Δ 
% pSTAT5+) in vitro, de cada individuo evaluado. Se utilizó la prueba de Spearman para determinar 
el nivel de correlación entre parámetros. Se consideró correlación significativa a valores de 
p<0,05. 
Luego evaluamos si la expresión de los componentes del IL-7R en los linfocitos T 
vírgenes y de memoria se correlacionaba con funciones mediadas por el IL-7R que 
ocurren después de la translocación de STAT5 al núcleo: la expresión de Bcl-2 y de 
CD25. No se observaron correlaciones significativas entre las poblaciones de linfocitos 
T CD4+ y CD8+ con expresión diferencial de los componentes del IL-7R y la expresión 
de Bcl-2 y CD25 en respuesta a IL-7 (Tabla 2).  
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TABLA 2. Correlación entre la inducción de la expresión de Bcl-2 y CD25 in vitro y la expresión 
de los componentes IL-7R en las poblaciones de linfocitos T vírgenes y de memoria. 
Parámetros Spearman r Valor p B 
Δ % CD4+Bcl-2+ A 
CD127 (IFM) en 
CD4+CD45RA+CD127+ 0,02 0,86 
% CD127+CD132+ en 
CD4+CD45RA— -0,17 0,23 
% CD127—CD132+ en 
CD4+CD45RA— 0,25 0,10 
Δ % CD8+Bcl-2+  
CD127 (IFM) en 
CD8+CD45RA+CD127+ -0,02 0,89 
% CD127+CD132+ en 
CD8+CD45RA— -0,19 0,22 
% CD127—CD132+ en 
CD8+CD45RA— 0,13 0,39 
Δ % CD4+CD25+ A 
CD127 (IFM) en 
CD4+CD45RA+CD127+ -0,001 0,99 
% CD127+CD132+ en 
CD4+CD45RA— -0,19 0,17 
% CD127—CD132+ en 
CD4+CD45RA— 0,25 0,09 
Δ % CD8+CD25+  
CD127 (IFM) en 
CD8+CD45RA+CD127+ -0,02 0,89 
% CD127+CD132+ en 
CD8+CD45RA— -0,25 0,10 
% CD127—CD132+ en 
CD8+CD45RA— 0,16 0,29 
A Calculado como la diferencia del porcentaje de células Bcl-2+ o CD25+ entre los cultivos 
estimulados y no estimulados con rhIL-7.  
B Se consideró correlación significativa a valores de p<0,05. 
La no detección de células productoras de IFN-γ en respuesta a T. cruzi se 
asoció con una expresión alterada de los componentes del receptor de IL-7 en 
las células T de memoria CD4+ y CD8+, y con bajas frecuencias de linfocitos 
recientemente emigrados del timo 
En estudios previos, hemos demostrado que los individuos con enfermedad de Chagas 
crónica en estadios clínicos más severos de la enfermedad cardiaca, poseen menores 
frecuencias de células T capaces de producir IFN-γ en respuesta a antígenos del 
parásito, comparado con pacientes con formas menos severas de la enfermedad 
(Laucella SA, 2004; Albareda MC, 2006; Álvarez MG, 2008). En este trabajo, evaluamos 
si existía una asociación entre la capacidad de las células T para responder a antígenos 
de T. cruzi y las alteraciones observadas en la expresión y la funcionalidad del IL-7R en 
las poblaciones de linfocitos T vírgenes y de memoria. Para ello, medimos el número de 
células productoras de IFN-γ en pacientes con enfermedad de Chagas crónica y luego 
clasificamos a los pacientes en productores de IFN-γ y no productores de IFN-γ, como 
se describió en Población y Métodos (Figura 7).  
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FIGURA 7. Células productoras de IFN-γ en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 
La respuesta celular T específica para T. cruzi en cada individuo se determinó por ELISPOT para 
IFN-γ, luego de la estimulación de las PBMCs con lisado de T. cruzi. Cada símbolo representa 
el número de células productoras de IFN-γ (“spots”) específicas para T. cruzi (IFN-γ CPS) 
substrayendo al número de “spots” obtenido de los cultivos estimulados con lisado, el valor de 
los “spots” obtenido de los cultivos con medio solo. En función de los valores obtenidos en el 
ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se clasificaron en productores de IFN-
γ (P) o no productores de IFN-γ (NP), como se describe en Población y Métodos. La línea 
horizontal indica el valor de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes 
tratados con benznidazol. 
Tanto los pacientes productores como los no productores de IFN-γ, mostraron baja 
expresión de la cadena α del IL-7R en las células T CD4+ y CD8+ vírgenes 
(CD45RA+CD127+), de manera independiente del estadio clínico (Figura 8A y 8B). 
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FIGURA 8. Expresión de CD127 en la superficie celular de células T vírgenes en pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica productores y no productores de IFN-γ. Las PBMCs 
fueron incubadas con el marcador de viabilidad celular FV510 y con anticuerpos monoclonales 
específicos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132, y analizadas por citometría de flujo. Cada 
símbolo representa la IFM de expresión de la cadena CD127 del IL-7R en células T vírgenes 
(CD45RA+CD127+) CD4+ (A) y CD8+ (B) en pacientes productores (P) y no productores (NP) de 
IFN-γ, clasificados como se describió en Población y Métodos. Las líneas horizontales indican el 
valor de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con 
benznidazol. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e individuos no infectados se 
realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples. (A) 
# p ≤ 0,05 comparado con P G0, NP G0 y NP G1; ### p ≤ 0,001 comparado con P G1; #### p ≤ 
0,0001 comparado con P G2-G3 y NP G2-G3. (B) # p ≤ 0,05 comparado con P G0 y NP G1; ## 
p ≤ 0,01 comparado con NP G0; ### p ≤ 0,001 comparado con P G1 y NP G2-G3; #### p ≤ 
0,0001 comparado con P G2-G3. 
Los pacientes productores de IFN-γ mostraron una disminución significativa en la 
frecuencia de células con fenotipo CD127+CD132+, junto con un aumento en la 
frecuencia de células con fenotipo CD127—CD132+, en el compartimiento total de 
células T CD4+ (Figura 9A y 9B, Figura 10) y CD8+ (Figura 9C y 9D, Figura 10) de 
memoria (CD45RA—), comparado con los pacientes no productores de IFN-γ de su 
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mismo estadio clínico y con los individuos no infectados. Entre los pacientes productores 
de IFN-γ, la frecuencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria con fenotipo 
CD127+CD132+ aumentó (Figura 11A y 11C, prueba de tendencia lineal entre medianas) 
mientras que la frecuencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria que no expresaban la 
cadena α del IL-7R (CD127—CD132+) disminuyó a medida que avanzaba el estadio 
clínico, (Figura 11B y 11D, prueba de tendencia lineal entre medianas).  
 
FIGURA 9. Expresión de los componentes del IL-7R en células T de memoria en pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica productores y no productores de IFN-γ. Las PBMCs 
fueron incubadas con anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 
y CD132 y con el marcador de viabilidad celular FV510, y analizadas por citometría de flujo. Cada 
símbolo representa la proporción de células CD127+/—CD132+ en la población total de células T 
CD4+CD45RA— (A y B) o CD8+CD45RA— (C y D). Las líneas horizontales representan el valor 
de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. 
En función de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. 
cruzi se clasificaron en productores de IFN-γ (P) o no productores de IFN-γ (NP), como se 
describe en Población y Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico de 
pacientes con enfermedad de Chagas e individuos no infectados se realizó mediante ANOVA 
seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 
0,001. ### p ≤ 0,001 comparado con P G0, P G1 y P G2-G3. 
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FIGURA 10. Expresión de los componentes del IL-7R en la superficie celular de las células 
T de memoria de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Gráficos de distribución 
celular representativos de la expresión de CD127 y CD132 en las células T CD4+ (izquierda) y 
CD8+ (derecha) de memoria (CD45RA—) de un productor de IFN-γ (P) y un no productor de IFN-
γ (NP) como se describe en Población y Métodos. En los cuadrantes superior-derecho e inferior-
derecho las cifras indican el porcentaje de células con fenotipo CD127+CD132+ o CD127—CD132+ 
respectivamente. 
 
 
FIGURA 11. La frecuencia de las células T CD4+ y CD8+ de memoria que no expresan CD127 
disminuye con la severidad del estadio clínico. Las PBMCs se incubaron con los anticuerpos 
monoclonales FV510, CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132 y luego se analizaron mediante 
citometría de flujo. La respuesta celular T específica para T. cruzi se determinó mediante ensayos 
de ELISPOT para IFN-γ después de la estimulación de las PBMCs con lisado de T. cruzi, y el 
valor se utilizó para clasificar a los pacientes en productores de IFN-γ y no productores de IFN-
γ. Cada símbolo representa la proporción de células CD127+/—CD132+ en la población total de 
linfocitos T CD4+CD45RA— (A y B) o CD8+CD45RA— (C y D) de pacientes productores de IFN- 
γ. Las líneas horizontales representan los valores de las medianas. Las líneas oblicuas indican 
una tendencia significativa entre las medianas según la prueba de tendencia lineal entre 
medianas. A: p = 0,03 pendiente (m)= 4,85; B: p = 0,025 m = -4,84; C: p = 0,023 m = 3,87; D: p 
= 0,03 m = -3,83. 
Los pacientes productores de IFN-γ con enfermedad cardíaca pertenecientes a los 
grupos clínicos G1, G2 y G3 mostraron frecuencias más bajas de RTE en los 
compartimentos de células T CD4+ y CD8+ en comparación con los pacientes no 
productores de IFN-γ (Figura 12A y 12B). Ambos grupos de pacientes productores y los 
no productores de IFN-γ en estadio G0 mostraron frecuencias más bajas de células RTE 
CD4+ en comparación con los individuos no infectados (Figura 12A). Por el contrario, 
independientemente de la capacidad de las células T de responder a antígenos de T. 
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cruzi y del estadio clínico, hubo un enriquecimiento de células TTE en el compartimiento 
de células T CD4+CD45RA+ en los pacientes con infección crónica por T. cruzi 
comparado con individuos no infectados (Figura 13A, Figura 14). Para la población T 
CD8+CD45RA+, este enriquecimiento de células TTE sólo se observó en los pacientes 
sin signos de insuficiencia cardíaca, tanto en productores como en no productores de 
IFN-γ, en comparación con los individuos no infectados (Figura 13B, Figura 14). 
 
Figura 12. Frecuencias de células recientemente emigradas del timo en pacientes 
productores y no productores de IFN-γ con enfermedad de Chagas crónica. Las PBMCs se 
incubaron con los anticuerpos monoclonales para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132, y con 
el marcador de viabilidad celular FV510, y luego se analizaron mediante citometría de flujo. Cada 
símbolo representa la proporción de células T CD4+CD45RA+CD127+CD132— (A) o 
CD8+CD45RA+CD127+CD132— (B). Las líneas horizontales indican el valor de las medianas. Los 
símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En función de los 
valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se clasificaron 
en productores de IFN-γ (P) o no productores de IFN-γ (NP), como se describe en Población y 
Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico de pacientes con enfermedad de 
Chagas crónica e individuos no infectados se realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. * p ≤ 0,05. (A) # p ≤ 0,05 comparado con P G0, NP 
G0, P G1 y P G2-G3; (B) # p ≤ 0,05 comparado con P G2-G3; ## p ≤ 0,01 comparado con P G0; 
### p ≤ 0,01 comparado con P G1. 
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FIGURA 13. Frecuencias de células T efectoras totalmente diferenciadas en pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica productores y no productores de IFN-γ. Las PBMCs fueron 
incubadas con anticuerpos monoclonales específicos para CD45RA, CD8, CD4, CD127 y CD132 
y con el marcador de viabilidad celular FV510, y luego analizadas por citometría de flujo. Cada 
símbolo representa la proporción de células CD127—CD132+ en el compartimiento total de la 
población de células T CD4+CD45RA+ (A) o CD8+CD45RA+ (B) en pacientes productores de IFN-
γ (P) y no productores de IFN-γ (NP) en distintos estadios clínicos. Las líneas horizontales indican 
el valor de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con 
benznidazol. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e individuos no infectados se 
realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. (A) ## 
p ≤ 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; ### p ≤ 0,001 comparado con P G1 y NPG0; #### 
p ≤ 0,0001 comparado con P G0 y P G2-G3; (B) ## p ≤ 0,001 comparado con P G0 y NP G0. 
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FIGURA 14. Expresión de los componentes del IL-7R en la superficie celular de células T 
efectoras totalmente diferenciadas de pacientes productores y no productores de IFN-γ 
en respuesta a antígenos de T. cruzi. Gráficos de distribución celular representativos de la 
expresión de CD127 y CD132 en las células T CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) efectoras 
totalmente diferenciadas (CD45RA+) de un paciente productor de IFN-γ (P), de un no productor 
(NP) y de un individuo no infectado (NI) como se describió en Población y Métodos. En los 
cuadrantes superior-derecho e inferior-derecho las cifras indican el porcentaje de células con 
fenotipo CD127+CD132+ o CD127—CD132+ respectivamente. 
Las células T productoras de IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi tienen 
baja expresión de CD127 y alta expresión de PD-1  
Luego exploramos si las células T productoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. 
cruzi presentaban una expresión distintiva de las cadenas CD127 y CD132 del IL-7R y 
del receptor inhibitorio PD-1 en comparación con las células T no productoras de IFN-γ. 
Las células T CD4+ productoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. cruzi se vieron 
enriquecidas en células T CD127—CD132+ en comparación con las células T CD4+ no 
productoras de IFN-γ (Figura 15A-C, Figura 16). Las células T CD4+ productoras de IFN-
γ mostraron también un aumento en la expresión de PD-1 en comparación con las 
células no productoras de IFN-γ (Figura 15D, Figura 16). 
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FIGURA 15. Disminución de la expresión de CD127 del IL-7R y aumento de la expresión de 
PD-1 entre las células T productoras de IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi. Las 
PBMCs se estimularon durante 18-20 horas con lisado de T. cruzi o con medio solo. Las células 
se incubaron luego con los anticuerpos monoclonales para FV510, CD4, CD127, CD132 y CD279 
(PD-1) seguido de un proceso de fijación y permeabilización para la tinción intracelular con el 
anticuerpo monoclonal anti-IFN-γ. Cada símbolo representa la expresión de CD127+/—CD132+ 
(A-C) o PD-1 (D) en células T CD4+ productoras y no productoras de IFN-γ (D). Las líneas 
horizontales indican el valor de la mediana. La comparación entre los grupos productores y no 
productores de IFN-γ se realizó mediante la prueba t pareada. * p ≤ 0.05 y ** p ≤ 0.01, en 
comparación con las células T no productoras de IFN-γ. **** p ≤ 0.001 en comparación con el 
medio. 
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FIGURA 16. Estrategia de selección de poblaciones para el análisis de la expresión de los 
componentes de IL-7R y de PD-1 entre células T CD4+ después de la estimulación con 
lisado de T. cruzi. Las PBMCs se estimularon durante 18-20 horas con lisado de T. cruzi (E), 
medio solo (D) o SEB (F). Las células se incubaron luego con los anticuerpos monoclonales 
FV510, CD4, CD127, CD132 y PD-1 seguido de un proceso de fijación y permeabilización para 
la tinción intracelular con el anticuerpo monoclonal anti-IFN-γ. Se muestran gráficos 
representativos de la estrategia de selección de las poblaciones celulares. Los linfocitos fueron 
seleccionados en base a la dispersión (FSC) y granulosidad (SSC) (A). Las células individuales 
(singuletes) se seleccionaron según los parámetros FSC-W y FSC-A (B) y las células viables se 
clasificaron mediante su expresión negativa para el marcador de viabilidad FV510 (C). Las 
células T CD4+ se analizaron para determinar la expresión de IFN-γ. Posteriormente, se 
analizaron los componentes del IL-7R, CD127 y CD132, y PD-1 en células T CD4+ productoras 
(H) y no productoras de IFN-γ (G). 
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La baja producción de IFN-γ se asocia con menor respuesta a la IL-7 in vitro, con 
un aumento de los niveles basales de fosforilación de STAT5 y de la expresión 
de CD25 y con una disminución de la expresión basal de Bcl-2 en las células T  
Luego evaluamos la asociación entre la capacidad de las células T de secretar IFN-γ en 
respuesta al lisado de T. cruzi y la funcionalidad del IL-7R, determinando la actividad de 
fosforilación del factor de transcripción STAT5 y la expresión de las moléculas CD25 y 
Bcl-2 en células T luego de la estimulación in vitro con IL-7.  
En respuesta a la IL-7, los pacientes no productores de IFN-γ con enfermedad cardíaca 
pertenecientes a los estadios clínicos G1, G2 y G3 mostraron frecuencias más bajas de 
células T CD4+ con STAT5 fosforilado (pSTAT5+) que los pacientes no productores de 
IFN-γ e individuos no infectados (Figura 17A, Figura 18A y 18B). Si bien no se hallaron 
diferencias estadísticamente significativas, la frecuencia de células T CD8+pSTAT5+ 
luego de la estimulación in vitro con IL-7 también fue más baja en pacientes no 
productores que en los pacientes productores de IFN-γ e individuos no infectados, 
independientemente del estado clínico (Figura 17B, Figura 18C y 18D). Asimismo, la 
menor capacidad funcional del IL-7R en células las T de pacientes no productores de 
IFN-γ se asoció con niveles basales elevados de pSTAT5 (Figura 17C y 17D, Figura 
18B y 18D) en comparación con los pacientes productores de IFN-γ e individuos no 
infectados.  
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FIGURA 17. Fosforilación de STAT5 luego de la estimulación in vitro con IL-7 en pacientes 
productores y no productores de IFN-γ. La fosforilación de STAT5 se evaluó en las 
poblaciones totales de células T CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) después de la estimulación 
in vitro con IL-7 por citometría de flujo. Cada símbolo representa la diferencia (Δ) en el porcentaje 
de células con STAT5 fosforilado (pSTAT5+) entre muestras estimuladas y no estimuladas con 
rhIL-7 (A-B) o frecuencia basal de células pSTAT5+ (C-D). Las líneas horizontales indican el valor 
de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. 
En función de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. 
cruzi se clasificaron en productores de IFN-γ (P) o no productores de IFN-γ (NP), como se 
describe en Población y Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e 
individuos no infectados se realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para 
comparaciones múltiples. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. (A) ## p ≤ 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-
G3; (B) # p ≤ 0,05 comparado con NP G0; ## p ≤ 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; (C) 
## p ≤ 0,01 comparado con NP G1 y NP G2-G3; (D) # p ≤ 0,05 comparado con NP G1; ### p ≤ 
0,001 comparado con NP G2-G3. 
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Figura 18. Ejemplo de fosforilación de STAT5 en respuesta a la IL-7 en pacientes 
productores y no productores de IFN-γ. Las figuras muestran histogramas representativos de 
la IFM de STAT5 fosforilado (pSTAT5) por célula, en CD4+ (arriba) y CD8+ (abajo) antes y 
después de estimular las PBMCs con rhIL-7, de un paciente productor (P) de IFN-γ (A y C) y de 
un paciente no productor (NP) de IFN-γ (B y D) y luego analizadas por citometría de flujo. La 
expresión basal de pSTAT5 y la expresión de pSTAT5 después de la estimulación con rhIL-7 se 
muestran con líneas punteadas grises y lisas negras, respectivamente.  
El incremento en la expresión de CD25 en respuesta a la IL-7 fue menor en las células 
T CD4+ de pacientes no productores de IFN-γ con miocardiopatía severa que en las de 
los pacientes productores de IFN-γ de igual estadio clínico y de los individuos no 
infectados (Figura 19A). Aunque la expresión basal del marcador de activación CD25 
en células T CD8+ estaba aumentado en los individuos no productores de IFN-γ en 
comparación con los individuos productores de IFN-γ e individuos no infectados (Figura 
19D), la inducción de la expresión de CD25 después de la estimulación con IL-7 no se 
vio drásticamente afectada en los individuos que carecen de células productoras de IFN-
γ (Figura 19B). En cuanto a la expresión de Bcl-2, se observó una leve disminución en 
el nivel de inducción de la expresión de Bcl-2 en respuesta a la IL-7, asociado con 
niveles de expresión de Bcl-2 basales disminuidos, en las células T CD4+ y CD8+ de 
pacientes no productores de IFN-γ en comparación con los productores e individuos no 
infectados (Figura 19E-H). 
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FIGURA 19. Inducción de la expresión de Bcl-2 y CD25 luego de la estimulación in vitro 
con IL-7 en pacientes productores y no productores de IFN-γ con enfermedad de Chagas 
crónica. La expresión de Bcl-2 y CD25 se analizó por citometría de flujo después de 48 h de 
estimulación in vitro con rhIL-7. Cada símbolo representa la expresión de CD25 inducida por IL-
7 calculada como la diferencia entre los valores obtenidos en cultivos celulares estimulados y no 
estimulados con rhIL-7 (∆ % CD25+) (A-B); la expresión basal de CD25+ (C-D);la diferencia en la 
IFM de Bcl-2 entre cultivos celulares estimulados y no estimulados con rhIL-7 (E-F); y la 
expresión basal de Bcl-2 (IFM) (G-H) en células T CD4+ (izquierda) o CD8+ (derecha). Las líneas 
horizontales indican el valor de la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes 
tratados con benznidazol. En función de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los 
individuos infectados con T. cruzi se clasificaron en productores de IFN-γ (P) o no productores 
de IFN-γ (NP), como se describe en Población y Métodos. La comparación entre P y NP para 
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cada grupo clínico e individuos no infectados se realizó mediante ANOVA seguido de la prueba 
de Dunns para comparaciones múltiples. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. (A) ### p ≤ 0,001 comparado 
con NP G2-G3; (B) # p ≤ 0,05 comparado con NP G2-G3; (D) # p ≤ 0,05 comparado con NP G0, 
## p ≤ 0,01 comparado con NP G1, ### p ≤ 0,001 comparado con NP G2-G3; (E, F) # p ≤ 0,05 
comparado con NP G0 y G1, ## p ≤ 0,01 comparado con NP G2-G3; (G) ## p ≤ 0,01 comparado 
con NP G0, NP G1 y NP G2-G3; (H) # p ≤ 0,05 comparado con NP G0, NP G1 y NP G2-G3. 
 
 
Complementariamente, como la IL-7 tiene una gran variedad de funciones ejercida a 
través de la activación de otros factores de transcripción evaluamos también la 
expresión de genes codificantes para T-Bet (TBX21), Eomes (EOMES), Granzima B 
(GZMB), y MIG (CXCL9) en respuesta a la IL-7 in vitro por qRT-PCR y su relación con 
la capacidad de las PBMCs de secretar IFN-γ en respuesta a T. cruzi. La expresión de 
TBX21, EOMES y CXCL9 en respuesta a la IL-7 en las PBMCs totales fue menor en 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica con miocardiopatía (grupos G1 y G2) que 
en los individuos no infectados. Sin embargo, la expresión de GZMB fue comparable a 
la de los individuos no infectados (Figura 20). La inducción en la expresión génica de T-
bet en respuesta a la IL-7 mostró una correlación moderada y positiva con el número de 
células productoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. cruzi (Figura 21). 
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FIGURA 20. Expresión génica de TBX21, EOMES, GZMB y CXCL9 en respuesta a la IL-7 in 
vitro. Cada símbolo representa el nivel de inducción de cada molécula evaluada expresada como 
la razón entre la expresión de cada gen en respuesta a la rhIL-7 respecto al nivel basal de 
expresión, medido por qRT-PCR. Los datos se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager 
Software 3.0. Las comparaciones entre los grupos clínicos y el grupo de individuos no infectados 
(NI) fueron realizadas ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * 
p<0,05 comparado con NI. 
. 
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FIGURA 21. Correlación entre el número de células productoras de IFN- (CPS) y la 
inducción de la expresión de T-bet en respuesta a la IL-7. Para evaluar la relación entre 
parámetros se utilizó la prueba de Spearman. Se consideraron correlaciones significativas a 
valores de p≤0,05. 
Conclusiones  
• Los pacientes sin signos de disfunción cardiaca mantienen la capacidad de 
regular la expresión de los componentes del IL-7R en las células T de memoria, 
y esta capacidad a su vez se asocia con la funcionalidad del receptor.  
• La expresión de CD127 en las células T vírgenes se encuentra disminuida en 
todos los estadios clínicos de la enfermedad de Chagas crónica. 
• Los pacientes productores de IFN-γ muestran niveles aumentados de células T 
de memoria CD4+ y CD8+ con fenotipo CD127—CD132+, asociado con una 
disminución de los niveles circulantes de células T CD4+ RTE.  
• Se corroboró que las células que producen IFN-γ en respuesta a antígenos de 
T. cruzi disminuyen la expresión de la cadena CD127 del IL-7R, y aumentan la 
expresión de PD-1, compatibles con un proceso de regulación negativa de esta 
vía de señalización tras la activación antigénica.  
• La capacidad de las células T de secretar IFN-γ en respuesta a antígenos de T. 
cruzi se asocia con una vía IL-7/IL-7R funcional, y con la inducción de la 
expresión del factor de transcripción T-bet. 
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RESULTADOS PARTE II  
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5.1 Evaluación de los niveles séricos de IL-7, del receptor soluble de IL-
7, de citocinas activadoras de STAT5 y de citocinas inflamatorias, y 
su asociación con la respuesta celular T específica para T. cruzi y 
con la expresión del receptor de IL-7 en las células T de memoria 
Los pacientes en estadios menos severos de la enfermedad de Chagas crónica 
presentan niveles aumentados de IL-7 circulante  
Se ha demostrado que los niveles séricos de IL-7 podrían estar regulados por el número 
de células T periféricas y por la funcionalidad de la vía de señalización del eje IL-7/IL-
7R (Bolotin E, 1999; Napolitano LA, 2001; Fluur C, 2007; Bellistrì GM, 2010) como un 
mecanismo compensatorio para mantener viables las células periféricas. En este 
objetivo, se analizaron los niveles de IL-7 circulante con el fin de determinar si existía 
una relación entre la falta de respuesta a la IL-7 y la producción de IFN-γ por parte de 
los linfocitos T y los niveles de esta citocina en el suero de pacientes con enfermedad 
de Chagas crónica. 
Los pacientes en estadios clínicos menos severos de la enfermedad de Chagas (grupos 
G0 y G1) mostraron niveles aumentados de IL-7 circulante respecto a los valores 
obtenidos para los individuos no infectados. Sin embargo, no se observaron diferencias 
significativas entre los pacientes productores y no productores de IFN-γ para cada 
estadio clínico (Figura 22A). Los niveles de IL-7 circulante correlacionaron 
negativamente con la frecuencia de células T CD4+ de memoria (CD45RA—) que 
expresaban ambas cadenas del IL-7R en la superficie celular (Figura 22B) y 
positivamente con la frecuencia de células T CD4+ de memoria con expresión disminuida 
de la cadena α del IL-7R (CD127—CD132+) (Figura 22C). 
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FIGUR 22. Niveles séricos de IL-7 y su asociación con la expresión del IL-7R en las células 
T de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Cada símbolo representa la 
concentración de IL-7 en el suero de cada paciente con enfermedad de Chagas crónica o 
individuo no infectado, medida por ELISA (A) y el nivel de IL-7 circulante en función del porcentaje 
de células CD127+CD132+ (B) o CD127¯CD132+ (C) en la población de linfocitos T CD4+ de 
memoria (CD45RA¯) de cada individuo evaluado. Las líneas horizontales indican el valor de la 
mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En 
función de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi 
se clasificaron en productores (P) o no productores (NP) de IFN-γ como se describe en Población 
y Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e individuos no infectados se 
realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. # p ≤ 
0,05 comparado con P G0, NP G0 y P G1; ## p ≤ 0,01 comparado con NP G1. Para el análisis 
de correlación los datos fueron transformados a escala logarítmica y luego analizados por la 
prueba de Pearson. Se consideró correlación significativa a valores de p ≤ 0,05. 
Los pacientes productores de IFN-γ que no presentan signos de disfunción 
cardiaca muestran niveles disminuidos de sCD127 
Luego evaluamos si el aumento de la concentración de IL-7 en el suero o las 
alteraciones observadas en el eje IL-7/IL-7R en las células T de los pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica, inducía o inhibía la secreción de la forma soluble de IL-
7R (sIL-7Rα o sCD127).  
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En los pacientes productores de IFN-γ sin signos de disfunción cardíaca se encontró 
una menor concentración sCD127 circulante que en los pacientes no productores e 
individuos no infectados (Figura 23A). En los pacientes en estadio G0 hubo además una 
fuerte correlación inversa entre los niveles de sCD127 circulante y el número de células 
productoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. cruzi (Figura 23B). En el conjunto de 
los individuos con enfermedad de Chagas crónica, los niveles de sCD127 circulantes 
también mostraron una débil correlación inversa con los niveles circulantes de IL-7 
(Figura 23C). 
 
FIGURA 23. Niveles séricos de sCD127 y su asociación con la respuesta celular T 
específica para T. cruzi y los niveles séricos de IL-7. Cada símbolo representa la 
concentración de sCD127 en el suero de cada paciente con enfermedad de Chagas crónica y de 
individuos no infectados, medido por ELISA (A). Las líneas horizontales indican el valor de la 
mediana. El símbolo negro lleno representa un paciente tratado con benznidazol. En función de 
los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi se 
clasificaron en productores de IFN-γ (P) o no productores de IFN-γ (NP), como se describe en 
Población y Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e individuos no 
infectados se realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones 
múltiples. * p ≤ 0,05. (A) # p ≤ 0,05 comparado con P G0. El análisis de correlación se realizó 
aplicando la prueba de Spearman entre los niveles séricos de sCD127 y el número de células 
que producen IFN-γ (CPS) en respuesta al lisado de T. cruzi (B) o los niveles circulantes de IL-7 
en los pacientes con enfermedad de Chagas crónica (C). Se consideró correlación significativa 
a valores de p ≤ 0,05. 
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Los niveles séricos de citocinas que participan en la regulación de la vía de IL-
7/IL-7R se encuentran alterados durante la enfermedad de Chagas crónica 
Además de la IL-7, otros factores de crecimiento capaces de activar STAT5 y citocinas 
inflamatorias pueden ser secretados a circulación durante una infección, pudiendo 
contribuir al aumento basal de STAT5 fosforilado y a la desensibilización de la vía de 
señalización del eje IL-7/IL-7R (Ross JA, 2007; Shive CL, 2014, 2016). Por este motivo, 
evaluamos los niveles séricos de IL-21, IL-27 e IL-9, citocinas que señalizan a través de 
STAT5, y de las citocinas inflamatorias IL-6, IL-8, IL-1β, IL-9, IL-10, IL-12 y TNF-α. 
Los niveles circulantes de IL-21, IL-27 e IL-6 fueron similares entre los pacientes 
productores y no productores de IFN-γ, pero variaron de acuerdo con la severidad del 
estadio clínico (Figura 24A-C, Figura 25). Los pacientes que presentaban un menor 
grado de disfunción cardíaca mostraron niveles circulantes de IL-21 e IL-27 más bajos 
(Figura 24A y 24B) en comparación con los pacientes con enfermedad cardíaca más 
severa y con los individuos no infectados (Figura 24A y 24B). En cambio, los pacientes 
con cardiomiopatía severa (grupo G2-G3) mostraron niveles aumentados de IL-6 en 
comparación con los pacientes en estadios clínicos menos avanzados, y con los 
individuos no infectados (Figura 24C, Figura 25C). En los pacientes sin signos de 
enfermedad cardíaca (grupo G0), los niveles circulantes de IL-8 fueron más altos en los 
pacientes productores de IFN-γ que en los no productores e individuos no infectados 
(Figura 24D). Las concentraciones séricas de IL-1β, IL-9, IL-10, IL-12 y TNF-α fueron 
indetectables en la mayoría de los pacientes evaluados (Tabla 3). 
Luego evaluamos si existía una asociación entre los niveles circulantes de estas 
citocinas y la expresión y funcionalidad del IL-7R. Los niveles de IL-6 en el suero de los 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica se correlacionaron positivamente con la 
frecuencia de las células T CD4+ y CD8+ de memoria CD127+CD132+ (Figura 24E). Por 
el contrario, los niveles séricos de IL-8 se correlacionaron positivamente con la 
frecuencia de las células T CD4+ de memoria CD127¯CD132+ (Figura 24F) y 
negativamente con los niveles séricos de sCD127 (Figura 24G).  
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FIGURA 24. Niveles séricos de citocinas activadoras de STAT5 y citocinas inflamatorias 
en pacientes con enfermedad de Chagas crónica y su asociación con la expresión y 
funcionalidad del IL-7R. Los niveles séricos de IL-21, IL-27 y sCD127 se midieron por ELISA, 
mientras que los niveles de IL-6 e IL-8 se midieron por CBA. Cada símbolo representa los niveles 
séricos de IL-21 (A), IL-27 (B), IL-6 (C) e IL-8 (D) de cada individuo evaluado. Los valores debajo 
del límite de detección se representaron como cero. Las líneas horizontales indican el valor de 
la mediana. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. En 
función de los valores obtenidos en el ensayo de ELISPOT, los individuos infectados con T. cruzi 
se clasificaron en productores (P) o no productores IFN-γ (NP), como se describe en Población 
y Métodos. La comparación entre P y NP para cada grupo clínico e individuos no infectados se 
realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * p ≤ 
0,05. (A) ### p ≤ 0,001 comparado con P G0, NP G0 y P G1; (B) ## p ≤ 0,01 comparado con P 
G0; (C) ## p ≤ 0,01 comparado con P G2-G3 y NP G2-G3; (D) # p ≤ 0,05 comparado con NP G0, 
## p ≤ 0,01 comparado con P G0. Se utilizó la prueba de Spearman para evaluar el nivel de 
correlación entre los niveles circulantes de IL-6 y la frecuencia de células CD127+CD132+ en los 
linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria (E), niveles circulantes de IL-8 y la frecuencia de células 
CD127¯CD132+ en los linfocitos T CD4+ de memoria (F) y los niveles circulantes de IL-8 y 
sCD127 (G). 
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Figura 25. Niveles séricos alterados de IL-21, IL-27 e IL-6 en pacientes con enfermedad de 
Chagas crónica. Los niveles circulantes de IL-21 e IL-27 se midieron por ELISA, y los niveles 
circulantes de IL-6 por CBA. Cada símbolo representa los niveles séricos de IL-21 (A), IL-27 (B) 
e IL-6 (C). Los valores bajo el límite de detección se graficaron como cero. Las líneas horizontales 
indican valores de las medianas. Los símbolos negros llenos representan los individuos tratados 
con benznidazol. La comparación entre los grupos clínicos y los individuos no infectados se 
realizó mediante ANOVA seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunns. * p ≤ 0,05; ** 
p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 comparado el grupo G2-G3. (A) ### p ≤ 0,001 comparado con G0 y G1; 
(B) ## p ≤ 0,01 comparado con G0; (C) ## p ≤ 0,01 comprado con G2-G3. 
 
TABLA 3. Niveles séricos de citocinas activadoras de STAT5 y citocinas inflamatorias en 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica  
Citocina A 
G0 B G1 G2-G3 
NI P NP P NP P NP 
IL-1β 
(pg/mL) 
ND ND ND 0 (0 – 1,23) 0 (0 – 4,15) ND ND 
IL-9 
(ng/mL) 
ND ND 0,10 (0 – 2,01) 0 (0 – 2,10) 0,07 (0 – 1,40) 0 (0 – 0,57) ND 
IL-10 
(pg/mL) 
ND ND ND ND ND ND ND 
IL-12 
(pg/mL) 
ND ND ND ND ND ND ND 
TNF-α 
(pg/mL) 
ND ND ND 0 (0 – 1,62) 0 (0 – 6,57) ND ND 
A Los niveles séricos de IL-9 fueron medidos por ELISA y los de IL-1β, IL-10, IL-12 y TNF-α por 
CBA. Para el ensayo de ELISA, el límite de detección teórico fue 0,1 ng/mL. Límite de 
detección teórico en CBA: IL-1β 7,2 pg/mL; IL-10 3,3 pg/mL; IL-12 1,9 pg/mL; TNF-α 3,7 pg/mL. 
B Los valores son expresados como medianas (rango intercuartílico). 
Conclusiones 
• Los pacientes en estadios menos severos de la enfermedad de Chagas crónica 
presentan niveles circulantes de IL-7 aumentados y niveles disminuidos de 
sCD127, IL-21 e IL-27. Los niveles circulantes de sCD127 e IL-7 en estos 
pacientes se asocian negativamente con la producción de IFN-γ.  
• La modulación de la cadena CD127 del IL-7R se asocia con menores niveles de 
IL-6 y mayores niveles de IL-7 e IL-8. 
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5.2 Determinación de parámetros inmunológicos y serológicos como 
predictores de la respuesta celular a antígenos de T. cruzi 
Se realizó un análisis univariado y multivariado para identificar parámetros 
independientes asociados con la capacidad de las células T de producir IFN-γ en 
respuesta a antígenos de T. cruzi. 
La capacidad de producir IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi se asoció con baja  
frecuencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria (CD45RA—) con fenotipo 
CD127+CD132+, un bajo grado de fosforilación basal de STAT5 en células T CD4+ y 
CD8+ y una menor expresión basal del marcador de activación CD25 en células T CD8+, 
junto con una alta frecuencia de células CD127—CD132+ en los compartimientos T CD4+ 
y CD8+, una alta respuesta a la IL-7 in vitro, medida a través de la fosforilación de STAT5, 
y una alta expresión basal Bcl-2 en linfocitos  T CD4+ (Tabla 4).  
TABLA 4. Análisis univariado para determinar factores asociados con la producción de IFN- γ 
en respuesta a T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 
 
 Análisis Univariado 
 Producción de IFN-γ T. cruzi-específica B 
Factor (Unidad) A 
Productores de 
IFN-γ (n=35) 
No Productores de 
IFN-γ (n=22) Valor pC 
Características de la Población 
de Estudio    
Edad (años) 48 (42 – 57)  51 (43 – 57)  0,58 
Sexo (No. mujeres/No. varones) 14/18 7/13 0,13 
Población CD4+    
CD45RA—CD127+CD132+ (%) 59 (54,4– 66,5)  69 (66,1 – 72) <0,00001 
CD45RA—CD127—CD132+(%) 37,7 (30,3 – 41,8) 26,9 (24,9 – 31,7) 0,00001 
CD45RA+CD127—CD132+ (%) 36,9 (30 – 43,7)  35,8 (29,4 – 42,3) 0,33 
CD45RA+CD127+CD132— (%) 0,9 (0,4 – 1,9) 0,9 (0,2 – 3,1) 0,93 
Basal pSTAT5+ (%) 1,5 (0,9 – 2,54) 5,05 (1,6 – 9,2)  0,00001 
Δ pSTAT5+ (%) 34,8 (14,8 – 64,9)  12,2 (0,003 – 36,9) 0,01 
Basal CD25+ (%) 6,1 (4,4 – 7,8) 7,7 (3,9 – 11,05) 0,48 
Δ CD25+ (%) 32,02 (22,7 – 34,6) 22,9 (5,9 – 33,9) 0,043 
Basal Bcl-2+ (IFM)  108,3 (86,02 – 165) 71,3 (47,6 – 111) 0,0084 
Δ Bcl-2+ (IFM) 20,3 (7,7 – 40) 17,2 (0,5 – 36) 0,60 
Población CD8+    
CD45RA—CD127+CD132+ (%) 46,01 (41 – 51,4) 60,2 (56,05 – 66,2) <0,00001 
CD45RA—CD127—CD132+(%) 50,2 (45,3 – 55,1) 35,3 (30,9 – 40) <0,00001 
CD45RA+CD127—CD132+ (%) 47,7 (39,3 – 56,2) 43,9 (34,3 – 51,2) 0,79 
CD45RA+CD127+CD132— (%) 1,5 (0,8 – 2,1) 1,9 (0,85 – 2,9) 0,22 
Basal pSTAT5+ (%) 3,3 (1,45 – 3,9) 5,85 (2,9 – 6,9) 0,00001 
Δ pSTAT5+ (%) 20,9 (8,8 – 44,1)  5,2 (0,8 – 18) 0,004 
Basal CD25+ (%) 2,70 (1,6 – 3,6) 7,4 (4,05 – 12,3) <0,00001 
Δ CD25+ (%) 20,6 (12,3 – 26,1) 13,5 (6,6 – 22,6) 0,036 
Basal Bcl-2+ (IFM) 97,4 (86,4 – 137,3) 87,6 (47 – 128) 0,19 
Δ Bcl-2+ (IFM)  22,7 (12,47 – 29,7) 16,8 (1 – 39) 0,84 
Factores Solubles en Suero    
sCD127 (ng/mL) 7,7 (2,6 – 21,3) 10,6 (3,6 – 21,40) 0,70 
IL-6 (pg/mL) 0 (0 – 2,1) 0 (0 – 4,8) 0,17 
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IL-7 (pg/mL) 9,3 (6,05 – 21,8) 8,1 (7,2 – 9,9) 0,38 
IL-8 (pg/mL) 18,3 (10,4 – 106,7) 21,4 (6,2 – 46,9) 0,66 
IL-21 (pg/mL) 0 (0 – 172) 33,3 (0 – 232,2) 0,34 
IL-27 (pg/mL) 0 (0 – 13,1) 0 (0 – 15,00) 0,43 
 
A Los datos de variables continuas se muestran como medianas (rango intercuartílico). 
B Una respuesta positiva a antígenos de T. cruzi comprende (i) un mínimo de 10 spots/4x105 
PBMCs por pocillo en respuesta a antígenos de T. cruzi, y (ii) el número de spots en los 
pocillos estimulados debe ser al menos dos veces el número de spots en los pocillos con medio 
solo en el ensayo ELISPOT. Ambas condiciones se deben haber cumplido para considerar a un 
individuo como productor. 
C Los valores en letra cursiva indican valores de p ≤ 0,05 
 
En un análisis de regresión logística multivariado, una baja frecuencia de células T CD4+ 
y CD8+ de memoria con fenotipo CD127+CD132+ y una menor fosforilación basal de 
STAT5, junto con una mayor expresión basal de Bcl-2 en células T CD4+ y una menor 
expresión de CD25 basal en células T CD8+, resultaron predictores independientes de 
la respuesta celular T específica para T. cruzi positiva (Tabla 5). 
TABLA 5. Correlatos independientes de respuesta celular T específica para T. cruzi medida 
por la producción de IFN-γ 
 
 Análisis Multivariado B 
Variable (Unidad) A 
Razón de 
Probabilidad 95% IC Valor pC 
CD4+CD45RA—CD127+CD132+ (%) 0,65 0,49 – 0,87 0,003 
Basal CD4+pSTAT5+ (%) 0,28 0,12 – 0,65 0,003 
Basal CD4+Bcl-2+ (MFI)  1,04 1,01 – 1,08 0,013 
CD8+CD45RA—CD127+CD132+ (%) 0,71 0,55 – 0,9 0,005 
Basal CD8+CD25+ (%) 0,44 0,23 – 0,87 0,017 
CD4+CD45RA—CD127+CD132+ (%) 0,65 0,49 – 0,87 0,003 
Basal CD4+pSTAT5+ (%) 0,28 0,12 – 0,65 0,003 
 
A Los datos de variables continuas se muestran como medianas (rango intercuartílico). 
B Las variables se agruparon en seis modelos diferentes. En cada modelo, no hubo correlación 
entre las variables de acuerdo con el análisis de correlación de Spearman o Pearson aplicado 
según correspondiera en función de la normalidad de las variables. 
C Los valores en letra cursiva indican valores de p ≤ 0,05 
 
Posteriormente, tomando sólo al grupo de pacientes productores de IFN-γ se realizó un 
análisis de correlación para evaluar si los parámetros evaluados variaban de acuerdo 
con la magnitud de las respuestas específicas para T. cruzi. Entre los pacientes de los 
grupos G0 y G1, el número de IFN-γ CPS se correlacionó positivamente con los 
porcentajes de células T CD8+CD45RA—CD127+CD132+ y se correlacionó 
negativamente con los porcentajes de células T CD8+CD45RA—CD127—CD132+ (Tabla 
6). El número de IFN-γ CPS en pacientes G0 también se asoció positivamente con la 
expresión basal de Bcl-2 en las células T, y negativamente con la concentración sérica 
de IL-7 (Tabla 6). En pacientes G1 también se observó una correlación inversa entre 
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IFN-γ CPS y los porcentajes basales de células T CD8+pSTAT5+ (Tabla 6). Entre los 
pacientes del grupo G2-G3, el número de IFN-γ CPS se correlacionó positivamente con 
los porcentajes de células TTE CD4+ y CD8+, y negativamente con las células T CD4+ 
RTE (Tabla 6). 
Tabla 6. Análisis de correlación entre el número de células productoras de IFN-γ entre los 
pacientes productores de IFN-γ y los parámetros evaluados asociados con el eje IL-7/IL-7R 
IFN-γ CPS en los productores de IFN-γ vs. A Grupo Clínico Spearman r Valor p B 
Basal IFM CD4+Bcl-2+  G0 0,83 0,007 
% CD4+CD45RA+CD127—CD132+ G2-G3 0,56 0,038 
% CD4+CD45RA+CD127+CD132— G2-G3 -0,53 0,048 
% CD8+CD45RA—CD127+CD132+ G0 0,58 0,038 
 G1 0,80 0,006 
% CD8+CD45RA—CD127—CD132+ G0 -0,67 0,019 
 G1 -0,70 0,021 
% CD8+CD45RA+CD127—CD132+ G2-G3 0,61 0,042 
Basal % CD8+pSTAT5+ G1 -0,68 0,025 
IL-7 concentración sérica G0 -0,85 0,011 
A Las correlaciones fueron evaluadas por la prueba de Spearman. 
B Los valores en letra cursiva indican valores de p significativos, p ≤ 0,05. 
 
Conclusiones 
• Independientemente del estadio clínico de la enfermedad, la capacidad de las 
células T para secretar IFN-γ en respuesta a T. cruzi se asocia con una vía de 
señalización funcional IL-7/IL-7R en las células T de memoria, expresión basal 
alta de Bcl-2 y niveles basales bajos de células T activadas.  
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6 Estudio de la vía de señalización de la IL-27 y su relación con la 
respuesta celular T específica para T. cruzi 
Las diferencias en los niveles séricos de IL-27 observadas entre los pacientes en 
estadios clínicos menos severos de la enfermedad de Chagas con respecto a los 
pacientes en estadios más avanzados nos llevó a preguntarnos si la funcionalidad del 
eje IL-27/IL-27R se asociaba al grado de compromiso cardíaco y con la respuesta celular 
T específica para T. cruzi.  
La expresión del receptor de IL-27 en los linfocitos T vírgenes y de memoria se 
encuentra alterada en estadios severos de la enfermedad de Chagas crónica 
En primer lugar, se analizó la expresión de los componentes del IL-27R, la cadena 
específica WSX-1 y la cadena CD130 (Meka RR, 2015), en la población de linfocitos T 
CD4+ y CD8+ vírgenes (CD45RA+CD28+) y de memoria (CD45RA—) en pacientes en 
distintos estadios clínicos de la enfermedad de Chagas.  
Los pacientes G0, que no presentaban signos de disfunción cardíaca, mostraron 
frecuencias más bajas de linfocitos T CD4+WSX-1+CD130+ vírgenes y de memoria 
comparado con los individuos no infectados. Asimismo, hubo una tendencia positiva de 
mayores niveles de linfocitos T CD4+WSX-1+CD130+ a medida que avanza la 
cardiomiopatía (Figura 26A y 26B). En las células T CD8+ vírgenes y de memoria se 
observó un comportamiento opuesto, los pacientes en estadio G0 mostraron mayores 
frecuencias de células WSX-1+CD130+ que los individuos no infectados. Este aumento 
se acompañó de una tendencia negativa de niveles más bajos de células T CD8+ con 
fenotipo WSX-1+CD130+ a medida que avanza la severidad de la enfermedad (Figura 
26C y 26D).  
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Figura 26. Expresión de los componentes del IL-27R en pacientes con enfermedad de 
Chagas crónica y en individuos no infectados. Las PBMCs se incubaron con anticuerpos 
monoclonales para CD3, CD4, CD8, CD28, CD45RA, CD130 y WSX1 y posteriormente 
analizadas por citometría de flujo. Los linfocitos se seleccionaron según los parámetros SSC y 
FSC, y por la expresión de CD3. Cada símbolo representa el porcentaje de células que expresan 
los componentes WSX-1 y CD130 en células T CD4+ (A-B), y CD8+ (C-D) vírgenes 
(CD45RA+CD28+) y de memoria (CD45RA—). Los valores de las medianas se indican con la línea 
horizontal. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con benznidazol. Las 
comparaciones entre los grupos clínicos y el grupo de individuos no infectados (NI) se realizaron por 
ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * p<0,05; ** p<0,01 y *** 
p<0,001 comparado con NI. La línea oblicua indica tendencia significativa entre medianas: (A) 
p=0,01 pendiente (m)= 1,47; (B) p=0,003 m= 0,65; (C) p=0,0009 m= -5,71; (D) p=0,0002 m= -
5,91. 
La expresión del receptor de IL-27 se induce en los linfocitos T CD8+ y se inhibe 
en los linfocitos T CD4+ luego del cocultivo in vitro con tripomastigotes de T. 
cruzi  
En base a lo observado en la expresión de los componentes del IL-27R en las células T 
CD4+ y CD8+, nos planteamos que el parásito podría inducir el mismo efecto sobre la 
expresión de los componentes de IL-27R in vitro. Para ello se analizó la expresión de 
WSX-1 y CD130 en células T vírgenes y de memoria después de cocultivar células 
provenientes de pacientes con enfermedad de Chagas crónica e individuos no 
infectados con tripomastigotes de T. cruzi. El comportamiento en la expresión de los 
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componentes del IL-27R fue contrapuesto entre linfocitos T CD4+ y T CD8+. En los 
cocultivos de células provenientes de pacientes en estadio G0, sin signos de 
enfermedad cardiaca, e individuos no infectados, se observó una disminución en la 
frecuencia de células T CD4+ vírgenes y de memoria que expresaban ambos 
componentes del IL-27R, con fenotipo WSX-1+CD130+ (Figura 27A y 27B), mientras que 
la frecuencia de linfocitos T CD8+WSX-1+CD130+ vírgenes y de memoria aumentaban 
(Figura 27C y 27D). No se observó ningún efecto sobre La expresión de los 
componentes del IL-27R en linfocitos T de pacientes en estadios clínicos G1 y G2 con 
signos de disfunción cardíaca (Figura 27A-D).  
 
Figura 27. Modulación de la expresión de los componentes del IL-27R en presencia de 
tripomastigotes de T. cruzi. Las células de individuos no infectados (NI, n=4) y de pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica sin signos de disfunción cardiaca (G0, n=5) y con 
miocardiopatía (G1-G2, n=5) se cocultivaron con tripomastigotes de T. cruzi durante 48 h. Los 
cultivos se lavaron y las células se incubaron con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4, 
CD8, CD45RA, CD28, WSX1 y CD130 y posteriormente fueron analizadas por citometría de flujo. 
Cada símbolo representa el porcentaje de células que expresan los componentes del IL-27R 
(WSX-1 y CD130) en células T CD4+ y CD8+ vírgenes (CD45RA+CD28+) (A y C) y de memoria 
(CD45RA—) (B y D) de cada individuo evaluado. Los datos se analizaron mediante la prueba t 
para muestra pareadas, * p≤0,05; ** p≤0,01. ns, diferencias estadísticamente no significativas. 
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La funcionalidad del receptor de IL-27 se encuentra alterada en pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica 
Luego estudiamos la funcionalidad del IL-27R en pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica y en individuos no infectados. Para ello, se evaluó la capacidad de las células T 
de fosforilar los factores de transcripción STAT1, STAT3 y STAT5 por citometría de flujo 
y a través de la inducción de la expresión de los genes codificantes para T-Bet (TBX21), 
Eomes (EOMES), Granzima B (GZMB) y MIG (CXCL9) por qRT-PCR, en respuesta a la 
IL-27 in vitro. 
Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica mostraron una menor frecuencia de 
células T CD4+ (Figura 28A-C) y CD8+ (Figura 28D-F) que fosforilan STAT1, STAT3 y 
STAT5, después de la estimulación in vitro con IL-27, comparado con los individuos no 
infectados. Esta baja respuesta a la IL-27 in vitro se observó principalmente en los 
pacientes con enfermedad cardíaca. 
 
Figura 28. Fosforilación de STAT1, STAT3 y STAT5 en respuesta a la IL-27 in vitro en 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica e individuos no infectados. Cada símbolo 
representa la fosforilación STAT1 (A y D), STAT3 (B y E) y STAT5 (C y F) inducida por la IL-27 
in vitro, calculada como la diferencia del porcentaje de células pSTATx+ entre muestras 
estimuladas y no estimuladas con rhIL-27 (∆ % pSTATx+) en la población de linfocitos T CD4+ 
(A-C) y CD8+ (D-F) evaluada por citometría de flujo. Las líneas horizontales indican los valores 
de las medianas. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con 
benznidazol. Las comparaciones entre los grupos clínicos y el grupo de individuos no infectados 
(NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * 
p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 comparado con NI. 
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Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica mostraron una mayor frecuencia 
basal de células T CD4+ y CD8+ con STAT1 y STAT3 fosforilados que los individuos no 
infectados (Figura 29). Esta cohorte de pacientes también mostró niveles basales 
aumentados de STAT5 fosforilado, en concordancia con lo observado mostrado en 4.2 
(no se muestran los resultados). El aumento de fosforilación basal de los STATs se vio 
acompañado de un aumento de la expresión génica basal de estos factores de 
transcripción (Figura 30).  
 
Figura 29. Niveles basales de fosforilación de STAT1 y STAT3 en individuos con infección 
crónica con T. cruzi e individuos no infectados. Cada símbolo representa el porcentaje basal 
de células que expresan STAT1 (A y C) o STAT3 (B y D) fosforilados, en la población de linfocitos 
T CD4+ (A-B) y CD8+ (C-D), medido por citometría de flujo. Las líneas horizontales indican los 
valores de las medianas. Los símbolos negros llenos representan los pacientes tratados con 
benznidazol.  Las comparaciones entre los grupos clínicos y el grupo de individuos no infectados 
(NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * 
p<0,05; ** p<0,01 comparado con NI. 
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FIGURA 30. Expresión génica basal de los factores de transcripción STAT1, STAT3 y 
STAT5 en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Cada símbolo representa la 
expresión basal relativa de cada gen evaluado medida por qRT-PCR. Los datos se analizaron 
utilizando Bio-Rad CFX Manager Software 3.0.  Las comparaciones entre los grupos clínicos y el 
grupo de individuos no infectados (NI) fueron realizadas por ANOVA seguido de la prueba de Dunns 
para comparaciones múltiples. * p<0,05; ** p<0,01 comparado con NI 
En el total de PBMCs, la inducción de la expresión de TBX21, EOMES, GZMB y MIG en 
respuesta a la estimulación in vitro con IL-27 fue menor en pacientes con enfermedad 
de Chagas crónica que presentaban miocardiopatía (grupos G1 y G2) que en individuos 
no infectados (Figura 31). Esto es particularmente más notorio para GZMB y CXCL9. 
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FIGURA 31. Expresión génica de TBX21, EOMES, GZMB y CXCL9 en PBMCs de pacientes 
con enfermedad de Chagas crónica en respuesta a la estimulación in vitro con IL-27. Cada 
símbolo representa el índice de expresión inducida por IL-27 calculada como la razón entre la 
expresión de cada gen en respuesta a la IL-27 respecto al nivel basal de expresión, medido por 
qRT-PCR. Los datos se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager Software 3.0. Las 
comparaciones entre los grupos clínicos y el grupo de individuos no infectados (NI) fueron realizadas 
por ANOVA seguido de la prueba de Dunns para comparaciones múltiples. * p<0,05 comparado con 
NI.  
La respuesta celular T específica para T. cruzi se relaciona con la expresión y 
funcionalidad del receptor de IL-27 
Para determinar la relación entre la funcionalidad del eje IL-27/IL-27R y la respuesta 
celular T específica para T. cruzi realizamos un análisis de correlación. El número de 
células T productoras de IFN-γ en respuesta al lisado de T. cruzi se correlacionó 
positivamente con el porcentaje de linfocitos T de memoria CD8+CD45RA—WSX-
1+CD130+ (Figura 32A), y de forma negativa con los linfocitos T de memoria 
CD4+CD45RA—WSX-1+CD130+ (Figura 32B). El número de IFN-γ CPS específicas para 
T. cruzi también se correlacionó positivamente con la funcionalidad del IL-27R, medida 
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como la fosforilación de STAT1 (Figura 33A y 33B) y STAT5 (Figura 33C y 33D) después 
de la estimulación in vitro con IL-27. 
 
Figura 32. Relación entre la expresión de los componentes del IL-27R y la respuesta celular 
T específica para T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Para el análisis 
de correlación entre la frecuencia de células WSX-1+CD130+ en la población CD8+CD45RA— (A) 
o CD4+CD45RA— (B) y el número de células T productoras de IFN-γ (CPS) se utilizó la prueba 
de Spearman, considerándose significativa a valores de p≤0,05. 
 
Figura 33. Correlación entre la capacidad de las células T de fosforilar STAT1 y STAT5 en 
respuesta a la IL-27 y la respuesta celular T específica para T. cruzi. Para el análisis de 
correlación entre la frecuencia de células pSTAT1+ (A-B) y pSTAT5+ (C-D) en la población de 
linfocitos T CD4+ (A y C) o CD8+ (B y D) en respuesta a la estimulación in vitro con rhIL-27 y el 
número de células T productoras de IFN-γ (CPS) se utilizó la prueba de Spearman, 
considerándose significativa a valores de p≤0,05. 
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Conclusiones 
• Los pacientes con formas clínicas más severas de la enfermedad de Chagas 
crónica poseen alteraciones más marcadas en la vía del IL-27R. 
•  La infección por T. cruzi induce una regulación diferencial del IL-27R en células 
T CD4+ y CD8+. 
• La producción de IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi se asocia con la 
expresión del IL-27R en las células T y con una transducción de señales eficiente 
a través de este receptor.  
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7 Restauración de la capacidad funcional de los linfocitos T específicos 
para T. cruzi mediante la estimulación ex vivo con citocinas  
En vista del potencial inmunoterapéutico de la IL-7 y la IL-27, por sus roles en el 
mantenimiento y función de células T, decidimos evaluar el efecto de la administración 
in vitro de IL-7 e IL-27 sobre las células T específicas para T. cruzi aisladas de pacientes 
crónicamente infectados por el parásito. Como se ha visto que la IL-15 promueve la 
proliferación, la respuesta específica a antígenos y la respuesta citotóxica de las células 
T (Berard M, 2003; Villinger F, 2004; Van Belle TL, 2012) y, además, se han estudiado 
ampliamente sus efectos inmunoterapéuticos (Chitnis V, 2003; Berger C, 2009; Watson 
DC, 2018), decidimos también agregarla al estudio.  
Los bajos niveles de células productoras de IFN-γ no pueden revertirse con el 
tratamiento in vitro con IL-7, IL-27 o IL-15 
Primero evaluamos si la administración in vitro de IL-7, IL-27 e IL-15 restituye la 
producción IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi en células mononucleares 
periféricas, mediante la técnica de ELISPOT. La adición de 50 ng/mL de IL-7 o IL-27 en 
un ensayo de ELISPOT de 20 h aumentó la producción de IFN-γ específica para T. cruzi 
en individuos infectados que presentaban niveles detectables de células productoras de 
IFN-γ antes del tratamiento con las citocinas, es decir pacientes productores de IFN-γ 
(Figura 34A y 34B). Este aumento en el número de células productoras de IFN-γ en 
respuesta a las citocinas fue menor en pacientes con cardiomiopatía que en pacientes 
sin signos de disfunción cardiaca (Figura 34A, panel derecho). El aumento en la 
producción de IFN-γ fue específico ya que no se observaron cambios en las frecuencias 
de las células productoras de IFN-γ sensibles a T. cruzi en los controles no infectados 
(Figura 34A y 34B). Por el contrario, no se observaron cambios en los pacientes no 
productores de IFN-γ luego del tratamiento con las citocinas, independientemente del 
estadio clínico (Figura 34A y 34B). Luego de la adición de IL-15 a los cultivos, se observó 
que en los individuos no infectados aumenta inespecíficamente el número de células 
productoras de IFN-γ, y por lo tanto no hubo diferencias significativas con el aumento 
observado en los pacientes con enfermedad de Chagas crónica (Figura 34C).  
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Figura 34. Secreción de IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi en presencia o ausencia 
de citocinas. En los ensayos ELISPOT para IFN-γ, se sembraron 4x105 PBMCs/pocillo y se 
estimularon con 10 μg/ml de lisado de T. cruzi, o con medio solo, en presencia o ausencia de 50 
ng/ml de IL-7 (A, panel izquierdo), 50 ng/ml de IL-27 (B, panel izquierdo) o 50 ng/ml de IL-15 (C, 
panel izquierdo) durante 16-20 h. El número de células T productoras de IFN-γ específicas para 
T. cruzi en presencia de IL-7 (A, panel derecho), IL-27 (B, panel derecho) o IL-15 (C, panel 
derecho) se calculó restando el valor obtenido de los cultivos con medio solo al recuento de 
células productoras de IFN-γ en el cultivo estimulado con lisado de T. cruzi. Se aplicó la prueba 
t pareada para comparar el número de células productoras de IFN-γ (IFN-γ CPS) entre los 
cultivos no estimulados y estimulados con lisado de T. cruzi (A-C, panel izquierdo) y para el 
número de IFN-γ CPS T. cruzi-específicas en presencia (+) o ausencia (-) de citocinas (A-C, 
panel derecho) y se indican con corchetes. La diferencia en el número de IFN-γ CPS en muestras 
estimuladas con IL-7, IL-27 o IL-15 y no estimuladas se comparó entre los grupos de individuos 
mediante la prueba U de Mann-Whitney o la prueba t para muestras no pareadas, y se indica 
con las líneas horizontales. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, NI: no infectados, P: productores 
de IFN-γ, NP: no productores de IFN-γ.  
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Las citocinas IL-7 e IL-27 promueven la expansión de las células T de memoria 
específicas para T. cruzi productoras de IFN-γ  
Posteriormente determinamos si el agregado de las citocinas a un cultivo de diez días 
de las células mononucleares con antígenos de T. cruzi se lograba expandir la población 
de linfocitos T productores de IFN-γ. Luego de los diez días de incubación, se realizaron 
ensayos de ELISPOT para determinar el número de células productoras de IFN-γ en 
respuesta al lisado de T. cruzi.  
Coincidentemente con el ELISPOT de 20 h, solo aquellos individuos que presentaban 
respuesta celular T específica para T. cruzi detectable en forma basal antes del cultivo 
de diez días, independientemente del estadio clínico, mostraron un aumento en el 
número de las células productoras de IFN-γ ante el agregado de las citocinas (Figura 
35A y 35B). Similar a lo observado en el cultivo de 20 h, este aumento fue mayor en 
pacientes productores de IFN-γ que no presentaban signos de disfunción cardiaca que 
en aquellos que presentaban signos de cardiomiopatía (Figura 35A, panel derecho). Por 
el contrario, el tratamiento con IL-15 no logró expandir las células T específicas para T. 
cruzi (Figura 35C). 
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Figura 35. Expansión de células productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi en 
presencia o ausencia de citocinas. Las PBMCs se cultivaron durante 10 días con lisado de T. 
cruzi en presencia o ausencia de IL-7 (A), IL-27 (B) e IL-15 (C). Para los ensayos de ELISPOT 
de IFN-γ, se sembraron 2x105 células PBMCs cultivas/pocillo con 1x105 PBMCs autólogas sin 
cultivar como células presentadoras de antígeno, y se volvieron a estimular con 10 μg/ml de 
lisado de T. cruzi o con medio solo (A-C, panel izquierdo) durante 16-20 h. El número de células 
T productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi se calculó restando el valor obtenido de los 
cultivos con medio solo al recuento de células productoras de IFN-γ en el cultivo estimulado con 
lisado de T. cruzi (A-C, panel derecho). Se aplicó la prueba t pareada para comparar el número 
de células productoras de IFN-γ (IFN-γ CPS) entre los cultivos no estimulados y estimulados con 
lisado de T. cruzi (A-C, panel izquierdo) y para el número IFN-γ CPS específico para T. cruzi 
después del cultivo in vitro con lisado de T. cruzi durante diez días en presencia (+) o ausencia 
(-) de IL-7, IL-27 o IL-15 (A-C, panel derecho) que se indica con corchetes. La diferencia en el 
número de IFN-γ CPS de las muestras cultivadas con citocinas y sin citocinas se comparó entre 
los distintos grupos de individuos mediante la prueba U de Mann-Whitney, o la prueba t para 
muestras no pareadas, y se indica por las líneas horizontales. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 
0.001, NI: no infectados, P: productores de IFN-γ, NP: IFN-γ no productores. 
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Conclusiones 
• En pacientes con las vías IL-7/IL-7R e IL-27/IL-27R potencialmente funcionales, y 
con niveles detectables de células productoras de IFN-γ en respuesta a T. cruzi, el 
tratamiento in vitro con citocinas es efectivo para aumentar la producción de IFN-γ 
y expandir las células de memoria específicas para T. cruzi.  
• La adición exógena de IL-7 o IL-27 no puede mejorar la respuesta celular T 
específica para T. cruzi en pacientes con niveles basales no detectables de 
células productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi. 
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La IL-7 es necesaria para el desarrollo y la maduración de los linfocitos en el timo y 
luego, para su mantenimiento homeostático en la periferia (Schluns KS, 2000; Fry TJ, 
2001; Guimond M, 2009), así como también para la expansión de células T específicas 
para un patógeno durante una infección (Peschon JJ, 1994). Después de la eliminación 
del antígeno, la mayoría de las células T activadas mueren, pero un subconjunto persiste 
y se convierte en parte del grupo de células T de memoria. En el proceso de 
diferenciación a células T de memoria participa la IL-7 favoreciendo su desarrollo (Li J, 
2003; Kondrack RM, 2003). La IL-7 protege a las células T efectoras y de memoria de 
la apoptosis mediante el aumento de expresión de factores anti apoptóticos, como Bcl-
2 (Sin JI, 2000; Chetoui N, 2010). 
Sin embargo, en una infección crónica, donde la estimulación antigénica es persistente, 
las células T específicas para antígeno que les dio origen podrían volverse 
disfuncionales e incapaces de elaborar el conjunto habitual de funciones efectoras. 
Entre las funciones efectoras que se pierden cabe destacar la capacidad proliferativa 
(Iyasere C, 2003) y la producción de citocinas como IL-2, TNF-α e IFN-γ (Iyasere C, 
2003; Fuller MJ, 2004; Brooks DG, 2005). En condiciones de persistencia antigénica 
también se ha observado el aumento de la expresión de marcadores inhibitorios como 
PD-1 y Tim-3 (Boni C, 2007; Sester U, 2008; Golden-Mason L, 2009) e incluso la pérdida 
de las células T específicas para el patógeno (Oxenius A, 1998; Colpitts SL, 2009; 
Bhadra R, 2010). Durante las infecciones crónicas, también se ha observado que las 
células T no son capaces de diferenciarse a células T de memoria autorrenovables 
independientes de los antígenos que les dieron origen (Wherry EJ, 2004), lo que podría 
deberse a la expresión alterada del IL-7R (Lang KS, 2005; Golden-Mason L Jr., 2006) o 
a la falta de respuesta eficiente a esta citocina (Shin H, 2007; Landires I, 2011; 
Tanaskovic S, 2014) con la pérdida subsiguiente de células T específicas para el 
patógeno. 
La relevancia de la inmunidad mediada por células T para el control de la infección por 
T. cruzi se ha demostrado en infecciones humanas por T. cruzi y en modelos 
experimentales (Rosemberg S, 1992; Silva N, 1999; Tarleton RL, 1996, 2007; 
Fuenmayor C, 2005). Aunque la infección aguda con T. cruzi induce una fuerte 
respuesta humoral y celular, el parásito no se elimina completamente y persiste en los 
huéspedes infectados durante décadas (Tarleton RL, 2001). En trabajos anteriores de 
nuestro grupo hemos demostrado que la manifestación de la enfermedad cardiaca de la 
infección por T. cruzi está fuertemente asociada con niveles disminuidos de células T 
vírgenes totales, una alterada funcionalidad del compartimiento de células T y con una 
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pérdida de linfocitos T polifuncionales a lo largo del tiempo (Laucella SA, 2004; Alvarez 
MG, 2008; Albareda MC, 2006, 2009, 2010), apoyando la idea de que la infección 
persistente por T. cruzi conduce a un estado de agotamiento de células T. Se ha 
propuesto que el mantenimiento de células T funcionales es importante para controlar 
la replicación del parásito sin la inducción de daño tisular. Aunque la causa de la 
morbilidad en la infección crónica por T. cruzi ha sido motivo de debate y controversia, 
la mayoría de los datos disponibles respaldan la idea de que el desarrollo de la 
enfermedad de Chagas es el resultado del fracaso del sistema inmunológico para 
eliminar completamente esta infección persistente, lo cual podría conducir a la 
progresión de la enfermedad cardiaca (Tarleton RL, 2007; Albareda MC, 2015). En este 
contexto, nos planteamos la profundización del estudio de la expresión del IL-7R y de 
los eventos de señalización mediados por el mismo.  
En un estudio previo, hemos observado que los niños con infección crónica por T. cruzi 
poseen menores frecuencias de linfocitos T CD4+ y CD8+ totales que expresan la cadena 
CD127 del IL-7R comparado con niños no infectados (Albareda MC, 2010, 2013) 
demostrando un proceso de modulación del receptor de IL-7 explicado por la activación 
constante de la población de linfocitos T en la infección crónica. Posteriormente, 
evaluamos la expresión de ambos componentes del receptor de IL-7 en pacientes 
adultos infectados por T. cruzi y observamos que los pacientes con mejores condiciones 
clínicas presentaban una población mayor de linfocitos T CD4+ y CD8+ con modulación 
negativa de la cadena CD127 comparado con los pacientes con miocardiopatía más 
avanzada (Albareda, 2015). Considerando que la cadena CD127 es expresada por la 
mayoría de las células T en reposo y luego es regulada negativamente luego de 
activación de las células T (Park JH, 2004; Fry TJ, 2003), y junto a los resultados 
presentados en esta tesis, se podría plantear que los linfocitos T de pacientes sin 
manifestaciones cardíacas parecen conservar la capacidad de regular los componentes 
del IL-7R tras la activación linfocitaria en el contexto de la infección por T. cruzi. 
Luego, nos preguntamos si el estudio del eje IL-7/IL-7R podría ser de utilidad para 
dilucidar los mecanismos operantes en la pérdida de las células T específicas para T. 
cruzi, debido a que uno de los efectos de la IL-7 en la función de células T es disminuir 
el umbral de activación del receptor de células T y, por lo tanto, promover una respuesta 
eficiente a antígenos, además de mantenerlas viables en el tiempo (Pellegrini M, 2009). 
Este estudio nos permitiría establecer una conexión entre la alterada expresión y 
funcionalidad del IL-7R y la falta de respuesta de las células T hacia el parásito.  
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Observamos que independientemente del estadio clínico de la enfermedad de Chagas 
crónica, la capacidad de las células T para secretar IFN-γ en respuesta a antígenos de 
T. cruzi se asoció con una vía de señalización del eje IL-7/IL-7R más funcional y con 
una eficiente regulación de la expresión de los componentes del receptor en células T 
de memoria,una alta expresión basal de Bcl-2, bajos niveles basales de células T 
activadas y un menor nivel de citocinas que regulan negativamente el eje IL-7/IL-7R. La 
capacidad de responder a antígenos de T. cruzi también se correlacionó con la 
funcionalidad del eje IL-7/IL-7R a nivel transcripcional, medida como la expresión génica 
de T-bet. Sin embargo, cabe destacar que el estado funcional de la vía de IL-7 no es 
uniforme entre los pacientes productores de IFN-γ, por ejemplo, la disminución de la 
expresión de CD127 en las células T de memoria disminuye a medida que se intensifica 
el compromiso clínico de la enfermedad. Estos resultados sustentarían que existe una 
asociación entre la capacidad de las células T de producir IFN-γ en respuesta a 
antígenos de T. cruzi y la funcionalidad del eje IL-7/IL-7R. Estas alteraciones no solo 
serían a nivel transduccional, sino también a nivel transcripcional. Las alteraciones en 
el eje IL-7/IL-7R serían dependientes de la duración de la infección crónica, y parecerían 
agravarse con la severidad de la enfermedad. En este estudio, confirmamos que las 
células productoras de IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi muestran una 
expresión de CD127 baja, compatible con la regulación negativa de esta cadena del 
receptor tras la activación linfocitaria. Esta regulación negativa de la cadena CD127 del 
IL-7R también se observó en la población total de linfocitos T CD4+ y CD8+ en cocultivos 
de PBMCs y tripomastigotes de T. cruzi (Albareda MC, 2015), apoyando idea de que las 
células de pacientes con menor grado de agotamiento inmune productores de IFN-γ 
mantienen la capacidad de regular la expresión de los componentes del IL-7R. 
Cuando los pacientes se agruparon en función de sus estadios clínicos, se revelaron 
grandes diferencias respecto a la funcionalidad de la vía de IL-7/IL-7R entre los 
pacientes productores de IFN-γ y los no productores de IFN-γ de cada estadio clínico. 
En los pacientes productores de IFN-γ con formas menos severas de la enfermedad, el 
número de células productoras de IFN-γ se asoció inversamente con la frecuencia de 
las células T de memoria con modulación negativa de la expresión de CD127, lo que 
podría indicar que la constante activación de la vía IL-7/IL-7R, y en consecuencia la 
disminución de la expresión del IL-7R en la superficie celular, impediría en cierto punto 
la acción homeostática de la IL-7 en el mantenimiento de las células T. Sin embargo, en 
estos mismos pacientes, la frecuencia de células productoras de IFN-γ se asoció 
inversamente con los niveles séricos de IL-7 y positivamente con la expresión basal de 
la molécula antiapoptótica Bcl-2, indicando que la vía IL-7/IL-7R es potencialmente 
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funcional y se estarían activando mecanismos compensatorios. Cabe destacar que los 
individuos infectados con T. cruzi que carecían de respuesta celular T específica para 
el parásito y que no mostraban signos de disfunción cardíaca exhibían una señalización 
de la vía IL-7/IL-7R en las células T potencialmente funcional, con fosforilación de 
STAT5 activa y aumento de la expresión de CD25 en respuesta al estímulo con IL-7. De 
modo opuesto, los pacientes en la etapa más avanzada de la enfermedad que 
conservan la capacidad de responder a los antígenos de T. cruzi, pero con niveles más 
bajos de células productoras de IFN-γ específicas para el parásito, mostraron menor 
funcionalidad la vía de IL-7R. Estos hallazgos respaldarían la hipótesis de que la la 
disfuncionalidad del eje IL-7/IL-7R dependería de la duración de la infección crónica por 
T. cruzi.  
En este trabajo de tesis se observaron bajos niveles de células RTE circulantes en 
pacientes productores de IFN-γ independientemente del estadio clínico de la 
enfermedad de Chagas. Sin embargo, en los pacientes con cardiomiopatía severa, el 
número de células productoras de IFN-γ se asoció positivamente con los niveles de 
células TTE e inversamente con las frecuencias de las células RTE. Estos resultados 
respaldan que la respuesta celular T específica para T. cruzi se mantendría, al menos 
en parte, mediante el reclutamiento de células RTE, lo cual concuerda con las bajas 
frecuencias de las células T vírgenes y el bajo grado de diferenciación de las células 
productoras de IFN-γ específicas para T. cruzi observada en pacientes con enfermedad 
de Chagas crónica (Albareda MC, 2006, 2009; Argüello RJ, 2012). El aumento del 
reclutamiento de RTE en pacientes con formas más severas de la enfermedad podría 
ser un mecanismo compensatorio para mantener el compartimiento de células T 
efectoras y generar las células T específicas para el parásito. Recordando que la 
expresión del CD127 sobre la superficie celular disminuye a medida que las células 
progresan a los estadios efectores terminalmente diferenciados (Colle JH, 2006A, 
2006B), parecería que la capacidad de las células T de regular negativamente la 
expresión de la cadena α del IL-7R y así diferenciarse en células T efectoras parece 
mantenerse en las células T CD4+, independientemente de la capacidad de las células 
T para responder a los antígenos de T. cruzi o la etapa clínica de la infección, sin 
embargo esto no pudo observarse para la población de linfocitos T CD8+ cuando los 
pacientes se agruparon en productores de IFN-γ y no productores de IFN-γ en cada 
estadio clínico, mostrando un impacto mayor de la infección crónica en las células T 
CD8+.  
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La regulación de la expresión del IL-7R es fundamental para el control de los efectos 
mediados por IL-7 sobre las células T. Durante la homeostasis, como parte de la 
señalización de la IL-7, el IL-7R se internaliza rápidamente y luego se recicla a la 
superficie de la célula sin cambiar el fenotipo de las células T (Henriques CM, 2010). La 
regulación de la expresión del IL-7R también se regula a nivel transcripcional, 
habiéndose demostrado que la IL-7 y otras citocinas suprimen la expresión del ARNm 
del IL-7R (Park JH, 2004). El rol de la forma soluble del IL-7R (sCD127), generado por 
escisión desde la membrana o corte y empalme del RNA alternativo (Rane LN, 2010), 
no está claramente dilucidado y está sujeto a controversias. Algunos autores han 
demostrado la inhibición de la actividad de IL-7 por el sCD127 (Rose T, 2009; Crawley 
AM, 2010; Poiret T, 2014; Lundtoft C, 2017), mientras que otros han demostrado que la 
IL-7 unida al sCD127 proporciona una señal más potente sobre el IL-7R unido a células, 
o bien constituye un reservorio de esta citocina (Lundström W, 2013; Côté S, 2015). 
Durante las infecciones crónicas, la señalización homeostática mediada por IL-7/IL-7R 
disminuye (Wherry EJ, 2004; Golden-Mason L Jr., 2006; Shin H, 2007; Colpitts SL, 2009; 
Bhadra R, 2010). El aumento de los niveles séricos de IL-7 en pacientes con formas 
menos severas de la enfermedad de Chagas podría haber sido inducido por la 
necesidad del sistema inmune de mantener las células T viables durante la infección 
crónica, ya que los niveles de IL-7 están regulados en gran medida por la señalización 
del IL-7R (Fry TJ, 2001). Del mismo modo, el aumento en los niveles de IL-7 puede ser 
responsable del aumento de los niveles basales de las células T pSTAT5+ y CD25+, 
como parte de estos mecanismos compensatorios para contrarrestar las alteraciones en 
el eje IL-7/IL-7R. Esto podría explicar los hallazgos de Fonseca SG y colaboradores 
(2006) quienes demostraron una alta expresión de ARNm de IL-7 en tejidos cardíacos 
de pacientes con enfermedad de Chagas que presentaban miocardiopatía. El aumento 
de los niveles de IL-7 podría, a su vez, inhibir la expresión del IL-7R y la liberación de 
sCD127, como lo confirma la correlación negativa entre IL-7 y sCD127.  
Estos hallazgos respaldan que la activación continua del eje IL-7/IL-7R a lo largo del 
tiempo puede desensibilizar la vía de señalización de IL-7 con la consiguiente 
perturbación de los mecanismos homeostáticos para el mantenimiento de las células T, 
que eventualmente pueden conducir a un deterioro de la respuesta T específica para T. 
cruzi, como parte del proceso de agotamiento inmune. Esto es particularmente visto en 
pacientes productores de IFN-γ con cardiomiopatía severa, que tienen valores normales 
de IL-7 y sCD127, pero con respuestas disminuidas a la IL-7.  
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Este proceso de agotamiento inmune podría estar relacionado con la pérdida gradual 
de la respuesta celular T, respaldado por nuestras observaciones previas y también por 
otros autores que muestran que los pacientes sin signos de disfunción cardíaca poseen 
frecuencias más altas de células productoras de IFN-γ circulantes en comparación con 
pacientes con cardiomiopatía (Laucella SA, 2004; Egui A, 2012; Lasso P, 2015). Se han 
descripto varios mecanismos subyacentes al agotamiento inmune en la enfermedad de 
Chagas crónica, incluyendo la falta de capacidad proliferativa y la inhibición de la 
expresión de CD28 y CD3ζ (Giraldo NA, 2013), aumento de la producción de óxido 
nítrico concomitante con aumento de la nitración de tirosina (Sanmarco LM, 2016) y 
aumento de la expresión de receptores inhibidores en las células T totales (Argüello RJ, 
2013; Lasso P, 2015; Pérez-Antón E, 2018). Además de los receptores inhibitorios 
CTLA-4 y LIR-1 que se hallaron aumentados en células productoras de IFN-γ 
específicas para T. cruzi previamente (Argüello RJ, 2013), en el presente estudio 
mostramos que las células productoras de IFN-γ inducidas por T. cruzi expresan altos 
niveles de PD-1, uno de los principales receptores inhibidores asociados con el 
agotamiento inmune (Urbani S, 2006; Chikuma S, 2009; Youngblood B, 2011). Estos 
hallazgos sugieren que la persistencia del parásito induce la sobreexpresión de 
receptores inhibidores que podrían modular las consecuencias deletéreas de una 
respuesta inmune sostenida, pero también atenuar la respuesta de células T específicas 
del parásito, necesarias para el control de la carga parasitaria. 
Los hallazgos en este trabajo también demuestran que las citocinas inflamatorias 
podrían tener cierta influencia en la vía de señalización de la IL-7. Por un lado, 
observamos una correlación positiva entre los niveles de IL-6 y la frecuencia de células 
T que expresan CD127, lo que sugiere que esta citocina inflamatoria podría bloquear la 
respuesta a IL-7 en las células T, como se ha observado durante la infección crónica 
por HIV (Shive CL, 2014, 2016). Si bien un estudio reciente que utilizó un modelo de 
infección por T. cruzi in vitro de corta duración demostró que la IL-6 aumenta la 
supervivencia de las células T CD8+ (Sanmarco LM, 2016), los hallazgos presentados 
en este trabajo respaldan que el efecto pleiotrópico de la IL-6 se pierde durante la 
infección crónica, y que el ambiente inflamatorio, particularmente en individuos en 
etapas más severas de la enfermedad, perturbaría el eje IL-7/IL-7R, promoviendo el 
agotamiento inmune. Cabe destacar que varios estudios en individuos con infección 
crónica por T. cruzi han demostrado que los niveles aumentados de IL-6 están 
asociados con la disfunción cardíaca (Poveda C, 2014; Barbosa-Ferreira JM, 2015; 
Keating SM, 2015; De Alba-Alvarado M, 2017; González F, 2018). Por otro lado, la IL-8, 
una citocina derivada de monocitos regulada positivamente por la IL-7 (Standiford TJ, 
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1992), se vio aumentada en individuos sin signos de disfunción cardíaca, y más aún en 
individuos productores de IFN-γ. Este aumento se correlacionó con la funcionalidad de 
la vía de la IL-7 en células T, lo que sugiere que la IL-7 también puede desempeñar un 
papel crítico en la modulación de la producción de citocinas en los macrófagos. 
Sin embargo, otras vías de señalización, además de la IL-7/IL-7R, podrían estar 
involucradas en el mantenimiento de la respuesta celular T específica hacia parásito, 
dado que observamos individuos con un estado funcional del eje IL-7 pero que carecen 
de células T capaces de responder a antígenos de T. cruzi y presentaban además 
niveles basales aumentados de fosforilación de STAT5. Por este motivo, estudiamos los 
niveles circulantes de citocinas activadoras STAT5. Los niveles de las citocinas IL-21 e 
IL-27, que, como la IL-7, señalizan a través de STAT5 e inducen la proliferación de 
células T y promueven la función efectora (Pflanz S, 2002; Zeng R, 2005; Scheneider 
R, 2011), también se vieron alterados en individuos crónicamente infectados con T. 
cruzi. En pacientes en estadios menos severos de la enfermedad, parecería que las IL-
21 e IL-27 se consumen, lo que podría ser otro mecanismo para el mantenimiento de la 
respuesta celular T parásito-específica.  
De estas citocinas, decidimos profundizar en el estudio de la vía de señalización de la 
IL-27, ya que pertenece a otra superfamilia de citocinas distinta a la de la IL-7, la familia 
gp130 y presenta un papel crítico en la diferenciación y activación de células T (Iwasaki 
Y, 2015) y suprime el desarrollo de células T CD4+ potencialmente patogénicas durante 
infecciones (Villarino A, 2003; Artis D, 2004; Hamano S, 2003; Yoshida H, 2009; Findlay 
EG, 2010). En este trabajo observamos que, en pacientes sin signos de disfunción 
cardiaca, la frecuencia de células T que expresan el IL-27R (WSX-1+CD130+) en la 
población CD4+ está disminuida, mientras que en la población CD8+ está aumentada, 
tanto en la población de linfocitos T vírgenes como de memoria. Estos resultados 
sugieren que los pacientes con enfermedad de Chagas que no muestran signos de 
disfunción cardiaca presentan una regulación en la expresión del IL-27R diferencial 
entre las células T CD4+ y CD8+ y que esta regulación se pierde a medida que progresa 
la enfermedad cardiaca. En nuestro modelo de infección por T. cruzi in vitro se observó 
que la expresión del IL-27R disminuye en la población CD4+ mientras que aumenta en 
la CD8+, indicando que T. cruzi induce una regulación diferencial del IL-27R en estas 
poblaciones tras la activación linfocitaria. Estudios de Villarino A y colaboradores (2005) 
mostraron que la sensibilidad a IL-27 puede ser regulada por señales secuenciales 
dentro de una misma célula. Específicamente demostraron que luego de la activación 
de los linfocitos T, la secreción de IL-2 y su efecto autocrino puede inducir la disminución 
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en la expresión del IL-27R. Esta hipótesis está siendo testeada actualmente en el 
laboratorio en ensayos de cocultivo de PBMCs y tripomastigotes de T. cruzi en presencia 
de anticuerpos neutralizantes para IL-2. No solo la expresión del IL-27R en los linfocitos 
T está desregulada en estadios más severos de la enfermedad de Chagas, sino también 
la funcionalidad, lo cual se vio como una baja fosforilación de STAT1, STAT3 y STAT5 
tanto en la población CD4+ como CD8+ en respuesta a esta citocina in vitro.   
La expresión y funcionalidad del IL-27R también se asoció con la capacidad de las 
células T de secretar IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi. La desregulación de 
la vía de la IL-27 podría no solo contribuir a la pérdida de la respuesta específica hacia 
el parásito, sino también a la disminución de los mecanismos regulatorios que evitan el 
daño causado por la inflamación. En los pacientes sin signos de disfunción cardíaca, la 
IL-27 podría estar involucrada en el mantenimiento de las células T funcionales y, a su 
vez, en controlar la replicación del parásito sin la inducción de daño tisular, y estas 
respuestas parecen estar alteradas con la duración de la infección.   
En este trabajo también observamos que tanto en respuesta a la IL-7 como a la IL-27 in 
vitro, la expresión de los factores de transcripción T-bet y Eomes, y de los genes 
codificantes para Granzima B y MIG, es menor en pacientes en estadios más avanzados 
de la enfermedad cardíaca. Estos factores de transcripción se expresan en respuesta a 
estas citocinas en distintas poblaciones celulares, incluyendo linfocitos T, monocitos, 
células B y natural killers (NK) (Armant M, 1995; Dias S, 2005; Michaud A, 2010; Li R, 
2012), por lo que no solo la inmunidad celular T podría estar siendo afectada, sino 
también la respuesta humoral y la respuesta innata, en ambas vías, contribuyendo a un 
deterioro general del sistema inmune del huésped. 
Con el objetivo de determinar si era posible mejorar la respuesta celular T específica 
hacia el parásito, evaluamos el efecto del tratamiento in vitro con citocinas que participan 
en la diferenciación o rescate de la apoptosis de los linfocitos T de memoria, evaluamos 
la eficacia del tratamiento in vitro con las citocinas IL-7, IL-27 e IL-15. La adición exógena 
de IL-7 o IL-27 no pudo rescatar las células T productoras de IFN-γ que responden a 
antígenos T. cruzi en pacientes con células productoras de IFN-γ inicialmente 
indetectables, lo que sugiere que, por un lado, podrían estar presentes las células T 
específicas de T. cruzi, pero la vía Jak/STAT es disfuncional, o que las células T 
específicas de T. cruzi ya se habrían depletado de la circulación. El mayor incremento 
en las células T específicas de T. cruzi en pacientes sin signos de disfunción cardíaca 
que responden a antígenos de T. cruzi con producción de IFN-γ en respuesta al 
tratamiento in vitro con IL-7 e IL-27 en comparación con aquellos con enfermedad 
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severa apoya aún más que el deterioro en la función de las células T podría ser un 
proceso gradual. 
La quimioterapia antiparasitaria recomendada tanto en fase aguda como crónica de la 
infección por T. cruzi es la administración de nifurtimox o benznidazol (Almeida IC, 1996; 
Sosa Estani S, 1998). Debido a que la eficacia del benznidazol es menor en ratones 
inmunosuprimidos (Romanha AJ, 2002) y que la administración de IL-12 recombinante 
aumenta la eficacia del tratamiento (Michailowsky V, 1998), estos hallazgos sustentarían 
que la terapia antiparasitaria efectiva resultaría potencialmente de la combinación de la 
acción de la droga y la activación apropiada del sistema inmune en el huésped. 
Recientemente, hemos demostrado que mayores niveles de células T productoras de 
IFN-γ en respuesta a antígenos de T. cruzi en los pacientes antes de recibir el 
tratamiento etiológico se asocian con la disminución de los títulos serológicos después 
del tratamiento etiológico, respaldando la idea de que el estado inmunológico está 
relacionado con la eficacia del tratamiento (Alvarez MG, 2016; Albareda MC, 2018). 
También encontramos un aumento de la expresión de CD127 en las células T después 
del tratamiento con benznidazol o nifurtimox en niños con infección crónica por T. cruzi, 
como consecuencia de la disminución de la carga antigénica (Albareda MC, 2018). En 
el contexto de la infección por el virus de la hepatitis B, se ha demostrado que bajos 
niveles de IL-27 circulante es un factor predictivo de la cura espontánea de la infección 
(Li J, 2017). En base a los trabajos mencionados anteriormente, y a los resultados 
presentados en la presente tesis que sugieren que el deterioro de las vías IL-7/IL-7R e 
IL-27/IL-27R podrían ser graduales, se podría pensar que el tratamiento etiológico 
administrado tempranamente podría evitar la activación constante de los ejes de estas 
citocinas y el consecuente deterioro de la respuesta inmune celular T específica para el 
parásito. Del mismo modo, una mejor funcionalidad de estas vías podría modular la 
eficacia del tratamiento etiológico para la infección por T. cruzi. Asimismo, sería 
interesante evaluar si las alteraciones en la expresión y funcionalidad de los ejes podrían 
revertirse luego del tratamiento antiparasitario.  
En este trabajo no es posible determinar si el deterioro de la respuesta celular T 
específica para T. cruzi o el deterioro de la funcionalidad de los ejes IL-7/IL-7R e IL-
27/IL-27R es una causa o una consecuencia de la progresión de la enfermedad. Para 
evaluarlo, se debería realizar un seguimiento a largo plazo de los pacientes en estadio 
G0 para evaluar la relación entre la progresión de la enfermedad y y los cambios 
observados en la funcionalidad de las vías de estas citocinas y la frecuencia de células 
T productoras de IFN-γ. Otra limitación del trabajo es que el estudio de la respuesta 
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celular T se focalizó en linfocitos T CD4+ que dado que el lisado induce principalmente 
la activación de linfocitos T CD4+ por sobre la respuesta T CD8+. Desafortunadamente, 
se ha demostrado que la respuesta celular T CD8+ inducidas por epítopes restringidos 
por HLA es de muy baja frecuencia (Alvarez MG, 2008). Sin embargo, basándonos en 
los resultados presentados y los estudios previos de nuestro laboratorio, se podría 
postular que el agotamiento de las células T podría resultar en una mayor severidad de 
la enfermedad cardíaca de Chagas. Cuando el control inmunológico es ineficiente, 
aumenta la carga del parásito y la inflamación y, por lo tanto, el potencial daño tisular. 
Esta hipótesis es también apoyada por el hecho de que los tratamientos capaces de 
reducir la carga parasitaria se correlacionan con un menor índice de progresión de la 
enfermedad (Andrade SG, 1991; Almeida DR, 1996; Viotti R, 1994, 2006A, 2006B, Dutra 
WO, 1996), mientras que tratamientos inmunosupresores que aumentan los niveles de 
parasitemia causan exacerbación de la enfermedad (Andrade ZA, 1987; Tarleton RL y 
col; Altclas J, 2005; Bacal F, 2010; Silva AE, 2010). Esta correlación es también evidente 
en modelos animales con deficiencias genéticas en los cuales una mayor eficiencia de 
la respuesta inmune antiparasitaria lleva a la disminución del parasitismo tisular y reduce 
la gravedad de la enfermedad crónica (Tarleton RL, 2000). 
Los hallazgos presentados en la presente tesis pueden proporcionar nuevos 
conocimientos sobre la regulación de la inmunidad mediada por células T contra la 
infección por T. cruzi y pueden ayudar al diseño de una vacuna para la prevención de 
la infección por T. cruzi o el diseño de una inmunoterapia racional en combinación con 
el tratamiento etiológico.  
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En este trabajo de Tesis de Doctorado, basándonos en los resultados presentados se 
puede concluir que: 
• La homeostasis celular T a través de STATs se encuentra alterada en pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica. Entre las alteraciones observadas se destaca que las 
células T de memoria de pacientes sin signos de disfunción cardiaca mantienen la 
capacidad de regular la expresión del IL-7R tras la activación linfocitaria y su 
funcionalidad, pero no es así en pacientes en estadios más avanzados de la 
enfermedad de Chagas. 
•  Los pacientes con formas clínicas más severas de la enfermedad de Chagas 
crónica poseen alteraciones en la vía de IL-27R, tanto en la expresión como en la 
funcionalidad del receptor, en la población de linfocitos T.  
• La infección por T. cruzi induce una regulación diferencial de la vía de IL-27R en las 
células T CD4+ y CD8+.  
• La capacidad de las células T de secretar IFN-γ en respuesta a T. cruzi se asoció 
con ejes IL-7/IL-7R e IL-27/IL-27R más funcionales, apoyando un vínculo entre el 
deterioro en la frecuencia de las células T específicas para T. cruzi y la perturbación 
de los mecanismos homeostáticos del mantenimiento de las células T.  
• En pacientes con la vía de la IL-7 y la IL-27 potencialmente funcional, el tratamiento in 
vitro con citocinas es efectivo para aumentar la producción de IFN-γ y expandir las 
células T de memoria específicas para T. cruzi.  
Se podría postular que la estimulación persistente del sistema inmune sostenida por la 
infección crónica explicaría las alteraciones observadas en la señalización a través de 
STATs, contribuyendo a la dificultad de mantener la capacidad funcional de los linfocitos 
T específicos para T. cruzi a lo largo de la infección.  
Nuestros hallazgos pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre la regulación de 
la inmunidad mediada por células T contra la infección por T. cruzi, de modo de 
proporcionar un marco teórico sólido para el diseño racional de potenciales terapias 
complementarias al tratamiento antiparasitario y al desarrollo de una vacuna contra T. 
cruzi. 
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